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RESUMEN

RESUMEN

Diversas estrategias han sido propuestas en la bisqueda de una cura a la infeccién por HIV, muchas
dependen de la actividad antiviral de los LT CD8+ (LTCD8). El objetivo de esta tesis fue investigar la
funcionalidad y el fenotipo LTCD8 HIV-especificos expandidos in vitro, obtenidos de individuos HIV+
bajo tratamiento antirretroviral combinado (cART). Segtin el momento de inicio del cART, se reclutaron
dos grupos, grupo de inicio del tratamiento temprano (TTe) o tardio (TTa). Se obtuvieron células
mononucleares de sangre periférica y fueron expandidas con pooles de péptidos de Nef y Gag. Post-
expansién se evalubd sobre los LTCDS8 la especificidad, funcionalidad, diferenciacién del fenotipo de
memoria, expresién de PD-1, yla actividad antiviral. A pesar de que larespuesta se encuentra disminuida
post-cART, ésta pudo ser especificamente expandida in vitro, demostrando un perfil polifuncional y de
memoria efectora, y elevada capacidad de mediar actividad antiviral. El momento de inicio del
tratamiento impacté en la diferenciacion del fenotipo de memoria, posiblemente reflejando diferencias en
la duracién de la estimulacién antigénica sobre el sistema inmune. En ambos grupos, se encontraron
caracteristicas de la respuesta inmune antes del cART que podrian actuar como biomarcadores de las
células que persisten post-cART. Estos resultados tienen implicancias importantes en el diseno de

estrategias que busquen modular la respuesta LTCDS.

PALABRAS CLAVES: HIV, remisién virolégica, LT CD8+ expandidos, polifuncionalidad y fenotipo,

actividad antiviral, tiempo de inicio del cART.




ABSTRACT

ABSTRACT

Several strategies have been proposed in the quest for an HIV cure, many rely on CD8+ T cells (CD8TC)
antiviral activity. In this thesis, the functionality and phenotype of in vitro expanded HIV-specific CD8TC,
obtained from HIV+ subjects on combined antiretroviral treatment (cART), was investigated. According to
the momento of cART initiation, two groups were recruited: early treatment (TTe) or delayed treatment
(TTa) groups. Peripheral blood mononuclear cells were obtained and expanded using Nef and Gag peptide
pools. Post-expansion, CD8TC specificity, functionality, memory phenotype differentiation, PD-1
expression, as well as antiviral activity were assessed. Even though, post-cART HIV specific immune
response results deeply diminished, it could be selectively expanded, demonstrating a polifunctional and
effector memory/effector profiles, as well as strong antiviral activity. Differences in cART initiation timing
affected mainly memory phenotype differentiation, possibly reflecting the impact of antigenic stimulation
on the immune system. In both groups, characteristics of the immune response observed before cART
could be proposed as biomarkers of the functionality of CD8TC that persist post-cART. In sum, these
results have important implications in the design of strategies aimed at boosting CD8TC beneficial

resposes.

KEY WORDS: HIV viral remission, expanded CD8* T-cell response, polyfunctionality and phenotype,

antiviral activity, time of cART initiation.
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TTa (muestras basal, pre-cART y post-cART) y TTe (muestras basal y post-cART). (A) Gréficos de torta.
(B) Grificos de barras.

Figura 45: Expresién de PD-1 en LT CD8* en el grupo TTa (muestras basal, pre-cART y post-cART) y
TTe (muestras basal y post-cART).

Figura 46: Distribucién de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8+PD-1+ totales en el grupo TTa
(muestras basal, pre-cART y post-cART) y TTe (muestras basal y post-cART). (A) Graficos de torta. (B)
Grificos de barras.

Figura 47: Arresto en la diferenciacién del perfil de memoria de LT CD8+ desde Tye hacia Ter, calculado
como el coeficiente LTye/(LTye+LTEr) previo al cART, en los compartimentos de LT CD8+ Totales, LT
CD8+ HIV-especificos y LT CD8+ PD-1+; respectivamente.

Figura 48: Correlaciones entre el recuento absoluto de CD4* post-cART versus (A) %LTue CD8*; (B)
%LTer CD8*; (C) el arresto en la diferenciacién de memoria de LT CD8+ desde Tue hacia Ter; (D) %LT
CD8+PD-1*; (E) %LT CD4* HLA-DR*y (F) % LT CD4* CD38/HLA-DR*, en la muestra preART.

Figura 49: Correlaciones enire la relacion CD4/CD8 post-cART versus (A) %LTne CD8+; (B) %LTer
CD8+; (C) el arresto en la diferenciacién de memoria de los LT CD8+ desde Tae hacia Ter; (D) %LT
CD8+PD-1*; (E) %LT CD8+ HLA-DR*; (F) %LT CD8+CD38/HLA-DR*; (G) %LT CD4*+ HLA-DR*y (H)
%LT CD8+CD38/HLA-DR*, en la muestra pre-cART.

Figura 50: Correlaciones entre aspectos evaluados en las muestras basales y aquellos evaluados post-
cART post-expansién. (A) %LT CD8* pentafuncionales post-cART vs %LTscu CD8* total basal. (B-G)
VIA post-cART vs (B) %LTye HIV-especificos, (C) %LT CD8'CD38*, (D) %LT CD8+CD38/HLA-DRv,
(E) %LT CD4+*CD38+, (F) %LT CD4*HLA-DR* y (G) %LT CD4* CD38/HLA-DR*, en la muestra basal.
(H) %Lisis especifica (VITAL 1:1) post-cART vs %LT CD4+CD38+ basal. (I) %Lisis especifica (VITAL 1:5)
post-cART vs %LT CD4+CD238+basal.

Figura 51: Correlaciones entre aspectos evaluados en las muestras pre-cART y aquellos evaluados post-
cART post-expansion. Correlaciones entre %LT CD8+ pentafuncionales post-cART vs (A) %LTscy CD8+
totales y (B) %LTscy CD8+ HIV-especificos pre-cART. (C-G) Correlaciones entre VIA post-cART vs (C)

%LTy CD8* totales, (D) %LTuc CD8* totales, (E) %LTye CD8* HIV-especificos, (F) %LTye CD8'PD-1+ y
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(G) %LT CD8* CD38*, en las muestras pre-cART. (H) Correlacion entre %Lisis especifica (VITAL 1:1)

post-cART y %LT CD4+CD38+ pre-cART.
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ABREVIATURAS

aa: Aminoacidos

ADN: Acido desoxirribonucléico

ADNdc: ADN doble cadena

AEC: 3-amino-g-etil-cabazol

APC: Aloficocianina (allophycocyanin)

ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ARNsc+: ARN simple cadena con polaridad positiva

ARV: Virus relacionado al SIDA (AIDS Related Virus)

BSA: Seroalbumina bovina (Bovine serum albumin)

cART: Tratamiento antirretroviral combinado (combined antirretroviral treatment)
CCL4: C-C motif chemokine ligand 4

CCR7: Receptor de quimiocinas tipo 7 (C-C chemokine receptor type 7)
CEF: Citomegalovirus, Epstein Barr e Influenza

CFSE: molécula fluorescente éster de succinimidil-carboxifluoresceina (carboxyfluorescein succinimidyl
ester)

CMH-I: complejo mayor de histocompatibilidad de clase I

CRF: Formas recombinantes circulantes (Circulating Recombinant Forms)

CV: Carga Viral

DMEM: Dulbecco's medified Eagle Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

EC: Controladores Elite (Elite Controllers)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético (Ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (enzyme-linked immunosorbent assay)
ELISPOT: Ensayo de Puntos por Inmunoabsorciéon Unida a Enzimas (Enzyme-Linked ImmunoSpot)

ETS: Enfermedades de transmisién sexual
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FDR: Tasa de descubrimientos falsos (Discovery Rate False)

FITC: Isotiocianato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate)

FMO: fluorescencia menos uno (fluorescence minus one)

FSC-A: Forward scatter area

FSC-H: Forward scatter height

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

HAART: Tratamiento antirretroviral de alta eficiencia (Highly Active Antiretroviral Treatment)
HIV: Virus de la inmunodeficiencia humana (Human Inmunodeficiency Virus)

HLA: Antigenos Leucocitarios Humanos (Human Leukaocyte Antigen)

HTLV-III: Virus Linfotrépico Humano Tipo III (Human T Lymphotropic Virus Type I1I)
IFN: Interferén

IL: Interleuquina

IQ: Rango Intercuartilo (Interquartile Range)

Kb: Kilobases

LAV: Virus asociado a linfoadenopatia (Lymphoadenopathy Associated Virus)

LTR: Repeticiones terminales largas (Long Terminal Repeats)

MIP: Proteina inflamatoria de macréfagos (Macrophage Inflaimmmatory Protein)

NIH: Institutos Nacionales de Salud (National Health Institutes)

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

ON: Durante toda la noche (Overnight)

ONUSIDA: Organizacién de la Naciones Unidas para la Lucha contra el SIDA

ORF: Marco de lectura abierto (Open Reading Frames)

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
PBS: Solucién tamponada de fosfatos (Phosphate Buffer Saline)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

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

PE/Cy7: ficoeritrina-cianina7 (phycoerythrin-cyaniney)

PE. ficoeritrina (phycoeritrin)
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PerCP-Cys.5: peridina clorofila proteina-cianina 5.5 (peridin chlorophyll protein-Cyanine 5.5)

PFA: Paraformaldehido (paraformaldehyde)

PHA: Fitohemaglutinina (phytohemagglutinin)

PKH-26: molécula fluorescente roja (red fluorescent cell linker)
PMA: Forbol Miristato Acetato

PTE: Potenciales epitopes de células T (Potential T cell epitopes)
PVDF: Fluoruro de polivinilideno

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Transcriptasa inversa (Reverse Transcriptase)

SFB: Suero fetal bovino

SFU: Unidades formadoras de spots (Spot Forming Units)
SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SIV: Virus de la inmunodeficiencia de simios (Simian Immunodefiency Virus)
SSC: Side-scatter light

T/F: virus transmitidos/fundadores (Transmitted/founders)
Ter: Células T efectoras terminales

Tuc: Células T de memoria central

Tye: Células T de memoria efectora

Tiy: Células T Naive

TNF: Factor de necrosis tumoral (Tumeoer Necrosis Factor)
Tscy: Células T sterm de memoria

VIA: Ensayo de inhibicién viral (Viral inhibition assay)

VSV: Virus dela Estomatitis Vesicular

WB: Western Blot
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INTRODUCCION

I. 1. VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV, Human Inmunodeficiency Virus) es el agente etiologico
del Sindrome de Inmunedeficiencia Adquirida (SIDA). Las primeras claves acerca de la etiologia del SIDA
llegaron en 1083, dos anos después de su descripcién clinica, a partir del trabajo de Francoise Barré-
Sinoussi [1], en colaboracién con un grupe encabezado por Luc Montagnier. El agente aislado por este
grupo fue denominado Virus Asociado a Linfoadenopatia (LAV, Lymphoadenopathy Associated Virus),
debido a que fue aislado a partir de individuos que padecian esa patologia. Durante ese ano y el siguiente,
Robert Gallo [2, 3] aislé un retrovirus citopéatico con tropismo por células T al que denomind Virus
Linfotrépico Humano Tipo III (HTLV-III, Human T Lymphotropic Virus Type III). Un ano después, Jay
Levy [4] obtuvo un aislamiento viral a partir de células sanguineas provenientes de un sujeto con SIDA al
cual denominé Virus Relacionado al SIDA (ARV, AIDS Related Virus). Posteriormente, estudios de
microscopia electrénica, entre otros, revelaron que la morfologia de estos tres virus era muy similar entre
si y con un género particular de la familia Retroviridae, los Lentivirus [5]. Alli se determiné que, de
hecho, los tres aislamientos correspondian al mismo agente viral. Finalmente, en 1986, el Comité

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

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

latencia clinica mas prolongado y menor morbilidad [7].

Durante los 37 anos que han transcurrido desde la descripeién de los primeros casos a la actualidad, la
problematica HIV/SIDA ha afectado a mas de 77,3 millones de personas y se ha establecido como una de

las principales preocupaciones a nivel de Salud Piiblica mundial [8].

La aparicion del tratamiento antirretroviral como monoterapia alrededor de 1990 v, posteriormente, el
desarrollo de terapias combinadas (conocidas inicialmente como HAART, Highly Active Antirretroviral
Treatment y denominadas actualmente cART, combined Antirretroviral Therapy o terapia antirretroviral
combinada), impaetaron enormemente sobre la ealidad y expectativa de vida de los individuos infectados,
cambiando totalmente el paradigma en cuanto a la infeccién, reduciendo dramaticamente la morbilidad y

mortalidad asociada al HIV/SIDA y, de esta manera, transforméandola de una infeccién mortal a una
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enfermedad crénica [9] [10]. Sin embargo, aunque se ha convertido en una infeccién manejable, no
existen ann tratamientos que permitan curarla. En este contexto, la problemética de la infeccion ha
movido su foco, siendo ahora de particular interés el desarrollo de terapéuticas que permitan a los

individuos infectados alcanzar la remisién virologica sostenida [11] [12].

1. 2. EPIDEMIOLOGIA

I. 2. 1. Situaciéon Mundial

Datos actualizados provenientes de la Organizacién de la Naciones Unidas para la Lucha contra el STDA
(ONUSIDA) y de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [8] indican que, hasta el afio 2017, entre 31,1
v 43,0 millones de personas estaban infectadas con el virus en todo el mundo, con una prevalencia
mundial en adultos del 0,8% (Figura 1). Durante 2017, se produjeron 1,8 millones de nuevas infeccionesy
el nimero de muertes asociadas a SIDA alcanzo los 1,3 millones. Aunque el nimero de nuevas infecciones
continua decreciendo con los anos, debido a la incorporacién del tratamiento antirretroviral, no lo hace al

ritmo necesario para alcanzar las metas mundiales propuestas para el 2020 [13].

En América Latina, se produjeron 100.000 nuevas infecciones durante el 2017, llevando el total de
infectados a 1,8 millones. En esta region, se observé que durante el periodo 2010-2017 el nlimero de
nuevas infecciones se mantuvo relativamente estable logrando una disminucién de sélo el 1% en ese

periodo.

En cuanto al acceso al cART, hasta el ano 2017, 21,7 millones de personas se encontraban recibiendo el
tratamiento antirretroviral, es decir que aproximadamente el 50% de los infectados a nivel mundial tenian
acceso al mismo. Particularmente en América Latina, aunque no se produjeron grandes cambios en
cuanto al nimero de nuevas infecciones en la region, la alta cobertura del tratamiento permitié la

reduccion en un 12% de las muertes relacionadas a SIDA en el periodo 2010-2017.

En cuanto a los modos de transmision, la via sexual sigue constituyendo la principal via de contagio a
nivel mundial seguida por la via parenteral y vertical. En el caso de las mujeres embarazadas viviendo con
HIV, el acceso al cART alcanzé un 80% y el nimero de nuevas infecciones en nifios fue un 35% menor que
en el anio 2010. En 2017, se estimé que el mimero de nuevas infecciones por HIV en ninos menores de 15
anos fue de 180.000, infectandose, cada dia, unos 500 ninos. A pesar de los avances en las nuevas

politicas de testeo de la infeccién durante el embarazo y la consecuente disminucién en la tasa de
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transmision vertical en la region, ésta via continia siendo importante, con un 11,4% de nuevas infecciones
en nacidos de madres viviendo con HIV. Este aspecto resalta la importancia de implementar politicas de

salud publica mas estrictas que logren mejoras en estos parametros.

Numero de personas, por regién

Mediterrineo: 350.000 (250.000-470.000) | Américas: 3.400.000 (2.800.000-4.200.00¢) TOTAL: 36 900.000
Pacifico Deste: 1.500.000 (1.300.000-2.000.000) I sudeste Asiatico: 3.500.000 (2.700.000-4.600.000) (31.100.000-43.900.000)
Europa: 2.300.000 (2.100.000-2.500.000) - Africa: 25,700,000 (21.900.000-30,100.000)

Figura 1: Nimero estimado de personas viviendo con HIV al afio 2017 en el mundo. Adaptado de [8].

1. 2. 2. Sitnacién en Argentina

Los tltimos datos oficiales acerca de la situacién epidemiolégica en Argentina, provistos por la Direccién
de SIDA y ETS en el Boletin n934, indican que hasta diciembre de 2017, 122 mil personas vivirian con
HIV en Argentina, de las cuales un 30% (36.600 personas) desconocerian su situacion serologica [14]
(Figura 2). En el 98% de los casos reportados la transmisién se produjo por relaciones sexuales no
protegidas. La epidemia en la Argentina se encuentra relativamente estable y concentrada, con una
prevalencia en la poblacién general de jovenes v adultos del 0,4%, aunque existen grupos en riesgo en los
que la prevalencia alcanza el 34%. Por cada mujer diagnosticada, se reporta que son diagnosticados 2,3
varones. La mediana de edad en la que se realizo el diagnostico fue de 33 anos para las mujeres y 32 anos
para los varones. La proporecién de diagnosticos tardios alcanzé el 30% en las mujeres y el 37,5% en los
varones. Durante el ano 2015, se diagnosticaron alrededor de 6.500 casos de infeccion por HIV, se

produjeron 51 infecciones por transmisién vertical y fallecieron 1.553 personas por SIDA. Cabe destacar
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que, del 70% de la poblacién infectada que conocia su status, s6lo un 81% se encontraba bajo tratamiento

en el ano 2017.

Patagonia
22,4 13,9 @ Ambos sexos
17,8 e Mujeres

® Varones

-

|

Figura 2: Situacion epidemiologica en Argentina. Comparacion de las tasas de HIV cada 100.000 habitantes segin
regién y sexo, Argentina 2014-2015 [14].

1. 2. 3. Epidemiologia Molecular

La presencia del HIV-1 y 2 en la poblacién humana es consecuencia de eventos de transmisién zoonética
independientes a partir de primates no humanos [15]. El HIV-1 se caracteriza por una gran diversidad
genética, clasificindose en cuatro grupos M, N, O y P (siendo éste tltimo grupo de muy baja prevalencia y
tendiendo a su desaparicién [16]), subtipos y formas recombinantes inter-subtipos. El grupo M del HIV-1
es el responsable de la pandemia mundial, y se ha diversificado en nueve subtipos diferentes,
denominados mediante letras (A-D, F-H, J, K) y, a la fecha, g6 formas recombinantes circulantes
descriptas (CRF, Circulating Recombinant Forms) generadas mediante recombinacién, entre v dentro de
los diferentes subtipos [17]. Por el contrario, los grupos N y O han sido encontrades en muy baja

proporcion, el grupo N inicamente en Camerun, mientras que, el grupo O es responsable de generar una
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epidemia que se limita al Oeste de Africa Central [18]. La gran variabilidad molecular existente puede
atribuirse a la alta tasa de replicacién viral, a la frecuente introduccién de mutaciones por la enzima
transcriptasa reversa y a la recombinacién. El esparcimiento global de los subtipos y formas

recombinantes del HIV-1 ha generado un patrén de distribucién complejo y dinamico (Figura 3) [19].

|mA
mB
mC
oD
oF
mG
aH
oJd
m K
B CRFO01_AE
0O CRF02_AG
@ CRF03_AB
B Other CRFs
O URFs

Figura 3: Esquema general de la distribueién mundial de subtipos y formas recombinantes mas prevalentes de cada
region, periodos 2004-2007. Adaptado de[19].

El subtipo C predomina en Africa e India y, en el 2007, representaba el 48% de todos los casos de HIV-1
globalmente. El subtipo B predomina en Europa del Este, América y Ausiralia. Los subtipos
recombinantes circulantes se encuentran aumentando progresivamente [18] [20].

América del Sur estd caracterizada por la circulacion de subtipo B en la regién noroeste (igual a lo
observado en América Central y América del Norte) mientras que la situacién en el Cono Sur es un poco
méas compleja. En Brasil se encuentran variantes pertenecientes a los subtipos B, C y F y formas
recombinantes BF [21, 22]. En nuestiro pais, los estudios de caracterizacién del HIV-1 comenzaron a
desarrollarse a principios de la década del go, [23, 24] pero la mayor contribucién fue hecha en el ano

2001, cuando Carr y col. informaron sobre una nueva CRF en sujetos HIV+ de Argentina y Uruguay,
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denominada CRF12_BF [25]. Algunos estudios recientes demuestran una alta prevalencia de los
recombinantes BF en la poblacién argentina infectada por HIV [26-30], e incluso se han detectado nuevas

recombinantes A/G [31].
1. 3. ELVIRION

El HIV pertenece al género Lentivirus, incluido dentro de la familia Retroviridae. Los miembros de dicha
familia se caracterizan por poseer una enzima denominada transcriptasa reversa (RT, Reverse
Transcriptase) capaz de sintetizar ADN de doble cadena a partir del ARN genomico. Los retrovirus
difieren de otros virus dado que cada virién contiene dos copias de ARN simple cadena de polaridad
positiva como genoma, las cuales se encuentran empaquetadas conjuntamente con la finalidad de
incrementar las probabilidades de éxito en la sintesis de ADN, ya que si una de las cadenas de ARN se

encuentra fragmentada, la RT puede saltar entre templados y copiar la otra molécula de ARN [32].
I. 3. 1. Estructura viral y organizacién genémica

1.3.1.1. Morfologia

La particula viral posee una estructura esférica, envuelta, de aproximadamente 100 a 120 nm de didmetro
(Figura 4). La envoltura viral es una membrana bicapa lipoproteica, derivada de la célula hospedadora,
que contiene 2 glicoproteinas virales principales, gp41 y gp120, que protruyen hacia el exterior. Estas se
originan por escisién enzimética de la pre-proteina viral precursora gpi6o. Hacia el interior de la
particula viral se encuentra, en primera instancia, la matriz (p17) en intima asociacion con la cara interna
de la envoltura. Posteriormente, se encuentra la cipside formada por la proteina p24, que encierra en su
interior las dos hebras de RNA gendémico monocatenario. Este RNA se asocia intimamente a dos
proteinas, a la nucleoproteina p7 (unida en forma no covalente) y a la RT. Dentro de la capside se

encuentran, ademas, la integrasa y la proteasa [33, 34].
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Figura 4: Esquema de la particula viral madura, donde se indican algunas de las proteinas estructurales. Proteina
transmembrana gp41, proteina de superficie gp120, RT (transcriptasa reversa) [35].

1.3.1.2. Genoma

El genoma del HIV consta de dos moléculas casi idénticas de ARN simple cadena con polaridad positiva
(ARNsct), cada una de 9,2 kilobases (Kb). El mismo eodifica 3 genes comunes a todos los retrovirus (gag,
poly env) junto a otros 6 genes que codifican para proteinas regulatorias (tat y rev) y accesorias (nef, vif,
upr y vpu) (Figura 5). Mediante el solapamiento entre algunos de los genes, el virus emplea los 3 posibles
marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading frames) para codificar las distintas proteinas. La regién
gag codifica las proteinas estructurales internas del virion a partir de dos precursores, que son post-
traduccionalmente procesados mediante clivaje proteolitico produciendo las proteinas maduras de la
matriz, capside, nucleocapside, p1, p2 v p6. La region pol codifica las enzimas RT (que posee las
actividades ADN-polimerasa-ARN dependiente, ADN-polimerasa-ADN dependiente y ARNasa H), la
Integrasay la Proteasa. La region env codifica las glicoproteinas de transmembrana y de superficie (gp120
y gp41), las cuales forman el complejo que interacciona especificamente con el receptor celular [32]. Una
vez integrado al genoma celular, el ADN proviral se encuentra flanqueado por repeticiones terminales
largas (LTR, Long Terminal Repeats) generadas durante el proceso de transcripcion inversa. Los LTR
estan compuestos por las regiones U3, R y U5 y son los responsables de regular, al menos en parte, la
expresion de los genes virales. Dentro del genoma se hallan también intrones. El mecanismo de splicing

es utilizado como estrategia para regular, de manera temporal, la expresién génica.
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Figura 5: Esquema del genoma proviral del HIV (0,2 Kb). Contiene marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading

frames) para 16 proteinas que son sintetizadas a partir de al menos 10 transcriptos [36].

I. 3. 2. Ciclo de Replicacién

Adsorcién y entrada a la célula: el proceso de entrada del virus a la célula blanco esta mediada por la
interaccion de dos glicoproteinas virales con dos moléculas en la membrana celular. El receptor en la
célula blanco es la molécula CD4 que interacciona con la glicoproteina gp120, interaccién que induce una
serie de cambios conformacionales en la glicoproteina viral gp41 permitiendo, asimismo, su interaccién
con el correceptor, perteneciente a la familia de los receptores de quemoquinas [37]. Los correceptores
mas importantes para el HIV-1 son el CCR5 y CXCR4 [38-40], los cuales determinan el tropismo viral
(variantes R5-tropicas y X4-tropicas). Luego de la adsorcion de la particula viral se produce la fusion
entre la envoltura viral y la membrana de la célula blanco [41], permitiendo la liberacién de la

nucleocapside al citoplasma celular y el desnudamiento (Figura 6).

Retrotranscripeién: la transeripeién inversa del genoma viral (Figura 6) se produce en un complejo

ribonucleoproteico que incluye no solo a la RT y a las dos moléculas de ARN, sino también a otras
proteinas virales. Este proceso se produce en el citoplasma de la célula huésped y esta catalizado por la
enzima viral RT, la cual convierte al genoma viral en una molécula de ADN doble cadena (ADNdc). La RT
no posee actividad de lectura de prueba (o proof-reading), por lo que introduce una alta tasa de error.
Este aspecto, sumado a la gran velocidad de replicacién, conduce a la produccién de variantes

denominadas cuasiespecies y ala gran diversidad inter-aislamientos que se observa para el HIV [32].

Entrada al ntcleo e integracién: finalizada la transcripeién inversa, el ADN viral es traslocado al niicleo
como parte de un complejo de pre-integraciéon ribonucleoprotéico que incluye, ademas del ADNde, a
proteinas virales (integrasa, proteinas de la capside) y algunas proteinas celulares [41] (Figura 6). La
entrada al micleo del complejo de pre-integracién es un proceso activo que requiere el pasaje a través de

los poros nucleares en células que no se encuentran en divisién. Una vez en el niucleo, se produce la
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integracién del ADN viral al genoma celular, preferentemente en regiones que poseen alta densidad de
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Figura 6: Esquema simplificado del ciclo de replicacién del HIV-1. Luego de la fusion del virién con los receptores en
la membrana celular, el genoma viral de ARN es retrotranscripto a ADN, luego se produce el desnudamiento (es decir,
se desensambla la capside viral), la entrada al niicleo v la integracion del ADN viral a la cromatina celular. Durante la
infeccion productiva, la transcripcion viral es seguida por el splicing y la exportacion del ARN viral del ntcleo, y la
produccion v ensamblaje de nuevas particulas virales, que brotan de la membrana plasmatica y se transforman en
infecciosas luego de madurar. Alternativamente, el ADN viral integrado puede ser silenciado a través de diversos

mecanismos, transforméndose en un reservorio viral silente (latencia proviral). Modificado de Lusic y Siliciano [41].

Transcripcién y regulacién post-transcripcional: en células productivamente infectadas, durante el

proceso de transcripeion, los transeriptos virales adquieren la estructura denominada Cap (compuesto
por un residuo 7-metilguanosina unido al trifosfato del extremo 5°), son poliadenilados en el extremo 3" y
son practicamente indistinguibles de otros ARN mensajeros (ARNm) celulares. Se generan 3 clases de
ARNm a partir de transcriptos de HIV (9Kb, 4Kb y 2Kb). La regulacién esta mediada por la proteina Rev,
mediante su interaceién con el elemento RRE presente en los transcriptos. A través de esta unién dirige el

pasaje de los transeriptos desde el niicleo hacia el citoplasma para su traduccién [37] (Figura 6).

Ensamblado, maduracion y brotacién: el objetivo final del proceso de replicacién viral es generar

progenie. Para ello, el ARN (gkb) genémico es encapsidade y transportado a regiones especializadas
donde se produce la brotacion. En la etapa de maduracién, la particula viral cambia su morfologia,

adoptando la estructura esférica y con su cépside cénica en el centro de la misma (Figura 4).
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Latencia: ademés del proceso descripto previamente, se establecen reservorios celulares
transeripcionalmente silentes en células T CD4*+ en reposo. El genoma viral integrado sufre un
silenciamiento transcripcional llevando a la generacion del reservorio viral latente, el cual constituye el
mayor obstaculo ala hora de eliminar la infeccién por HIV, debido a que no es afectado por el tratamiento

y es la causa del rebote viral que se produce una vez interrumpido el cART [41, 42].

I. 4. INMUNOPATOGENIA

I. 4. 1. Curso natural de la infeccién por HIV

Una vez establecida la infeccién por el HIV, el curso natural de la misma (en ausencia de tratamiento
antirretroviral) se caracteriza por un deterioro progresivo del sistema inmune que lleva, en ltima
instancia, al desarrollo de SIDA. En la mayoria de los casos, la transmisién ocurre a través de mucosas
(vaginal o rectal) y comienza con la infeccién de un niimero pequeno de linfocitos T de memoria efectores
CD4*CCR5* [43], macréfagos y células dendriticas ubicadas en la lamina propia [44]. Las células
dendriticas residentes no so6lo son sensibles a la infeccién sino que también facilitan la diseminacién viral
[45]. La primera amplificacion viral ocurre en érganos linfiticos regionales (por ejemplo, nédulos
linfaticos drenantes). A partir de alli, los linfocitos T infectados y viriones libres son volcados al torrente
sanguineo, permitiendo la colonizacién de otros 6rganos (iracto gastrointestinal, bazo, médula 6sea) y la
infeccién masiva de células susceptibles [46]. Esto resulta en un pico de viremia (10%a 107 copias de ARN
viral/ml de plasma) que, a veces, puede coincidir temporalmente con la aparicion de sintomas clinicos
denominados, en conjunto, Sindrome Retroviral Agudo y que incluyen fiebre, linfoadenopatias,
sudoracion nocturna y artralgia, entre otros [47] (Figura 7). El descenso del pico de viremia y la reversién
de los sintomas agudos son atribuidos a la accién de linfocitos T CD8+ citotéxicos (LT CD8+) y, en menor
medida, al agotamiento de células blanco. Esto es seguido por el establecimiento del set point viral [48].

La aparicién de anticuerpos especificos en el suero de los individuos es posterior al control de la
replicacién viral (Figura 7), por lo que se cree que no desempenarian un papel fundamental en la misma.
A tiempos tempranos post-infeccidn, la poblacion viral es homogénea pero luego se diversifica generando
una innumerable cantidad de cuasiespecies y dando origen a variantes de escape a la neutralizaciény a la

accién delos LT CD8+, asi como también variantes resistentes a drogas antirretrovirales.
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Figura 7: Curso natural de la infeccién por HIV-1. La etapa aguda se caracteriza por alta carga viral (linea roja),
descenso en el recuento de células T CD4* y ausencia de anticuerpos especificos. Luego de la infeccién aguda, la carga
viral se estabiliza en distintos niveles en diferentes individuos (set point, linea roja punteada). La diversidad viral
aumenta a lo largo del tiempo mientras que el riesgo de trasmisién es méximo durante la etapa aguda y hacia las etapas
finales de la infeccion. El descenso del pico de viremia estd asociado con la aparicion de linfocitos T CD8* especificos.
Los anticuerpos especificos aparecen posteriormente. La deplecién de células T CD4- que ocurre a nivel de mucosas no

se recupera a lo largo del tiempo [35].

Lo que distingue a la infeccién por HIV es la deplecion progresiva de las células T CD4+ [49] tanto por
eliminacién directa debido a la infeccién como por el gatillado de mecanismos de muerte en las células T
CD4+* en reposo, activacién inmune, proliferacién y senescencia. Durante la infeccién temprana se
produce una reduccion transitoria de las células T CD4+ circulante, seguida por una recuperacién que
alcanza valores cercanos a los normales. Durante la etapa crémnica de la infeccién, el recuento de células T
CD4+ disminuyen progresivamente hasta llegar el advenimiento de la enfermedad (Figura 7). El efecto
méas importante en la homeostasis de las células T sucede de manera temprana en el tracto
gastrointestinal, donde ocurre una deplecion masiva de células T CD4+ activadas. A lo largo del tiempo,
esta poblacién no se recupera, ni siquiera en el marco del tratamiento antirretroviral [50], lo que se
contrapone a lo observado para células T CD4~ circulantes en sangre periférica. Finalmente, la gran

deplecion de células linfoides en el tracto gastrointestinal, junto con la apoptosis de enterocitos v el
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aumento de la permeabilidad en la mucosa intestinal, conlleva a un aumento de la concentracion en
plasma de productos microbianos, como son los lipopolisacaridos [51]; lo que contribuiria en gran medida

ala activacién inmune generalizada, tipica de los individuos infectados.

1. 4. 2. Curso de la infecciéon en tiempos de eART

La aparicién de los antirretrovirales de alta eficiencia durante la década del 9o permitié que los
individuos infectados alcanzaran la supresién de la viremia plasmatica hasta niveles indetectables, asi
como una mejora subsecuente en la expectativa y calidad de vida, impactando enormemente en
ladindmica de la infeccién [52]. Sin embargo, los efectos detrimentales ocasionados por el virus en
diferentes componentes del sistema inmune durante las primeras semanas de la infeccion hacen que,
incluso con una buena adherencia al tratamiento, estas alteraciones persistan [53, 54]. Ademas, el
tratamiento no logra erradicar la infeccién, ya que el provirus permanece oculto de manera latente en
reservorios, constituidos principalmente por linfocitos T CD4* en reposo [12, 55]. Este fenémeno se pone
en evidencia cuando individuos con carga viral plasmaética suprimida, inclusive por periodos prelongados
de tiempo, interrumpen el tratamiento. En los mismos se observa que, al cabo de unas semanas
(generalmente 2-3 semanas), la carga viral plasmatica vuelve a niveles maximos [56] (Figura 8).

Entonces, la administracién de cART de manera ininterrumpida y de por vida se hace indispensable,

transformando a la infececién en una enfermedad erénica manejable [57-50].

El inicio del tratamiento permite recuperar los niveles de linfocitos T CD4+, mejorar la relacion CD4/CD8
y reducir los niveles de activacién inmune e inflamacién, siendo esta mejora més pronunciada cuanto
antes se inicie el tratamiento después de la primoinfecciéon (Figura ¢). Sin embargo, en ningun caso se
logran aleanzar los niveles observados en individuos no infectados [60-62]. Esta situacién se deberia a
diferentes procesos que llevan a un estado de inflamacién crénica: replicacién persistente, a pesar del
tratamiento, en tejidos santuarios como nédulos linfoides, mucosa intestinal y sistema nervioso central ;
alteracién en el metabolismo de lipidos, derivado del tratamiento en si y, principalmente, al gran dafio

inicial producido por la infeccién a nivel del GALT [62].
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Figura 8: Cinética de la carga viral plasmatica al interrupir el eART. La infeceién no tratada se earacteriza por elevados
niveles de replicacion viral que puede medirse en el plasma de individuos infectades. E1 cART reduce la replicacion viral
a niveles indetectables (con la metodologia disponible en la actualidad). Cuando el cART es interrumpido el virus
replica nuevamente, demostrando que permanece en reservorios celulares y anatémicos durante el tratamiento.
Adaptado de Kulpay Chomont [56].

Es por esto que, a pesar de todos los beneficios que conlleva la instauracién del tratamiento, las personas
infectadas presentan elevada morbilidad y mortalidad comparadas con la poblacién general, con mayor
predisposicion a sufrir: enfermedad cardiovascular, alteraciones renales, hepaticas y metabolicas,
osteoporosis, disfuncién neurocognitiva, cancer, fragilidad, entre otras patologias. Entonces, resulta

fundamental la bisqueda de terapias alternativas que permitan resolver la infeccion [54].




INTRODUCCION

A) Sin tratamiento

Diseminacion Viral ,----P Liberaciin de productos microbianos a la periferia

L f-:::\
“~~-p Liberaciin de citoquinas pro-inflamatorias por piroptosis

£
g —-— Carga viral
S —— Activacién de LT CDB* (CD38)
< —— Activacién de LT CD4' (CD38")
—— Mareadores inflamatorios solubles
Tiempo desde la adquisicién de la infeccién
(B) Tratamiento iniciado en la etapa erdnica
cART
i Activacién Inmune
< v
95' Expansién viral
§ v diseminacidén
-
Eventos de morbilidad y mortalidad
no relacionados a SIDA
Tiempo desde la adquisicién de la infeccién
© ‘Tratamiento iniciado enlainfeccién aguda ‘
cART
=
k=
1]
£ b4
2
<
__/:K ? Eventos de morbilidad y mortalidad
e e no relacionados a SIDA?

Tiempo desde la adquisicion de la infeccion

Figura 9: Patogénesis de la Activacién Inmune. (A) En la mfeccién aguda, la activacién immune se detecta
concomitantemente con la CV. (B) Cuando el cART es iniciado durante la etapa cronica, la CV se hace indetectable y
disminuyen la expresion de marcadores de activacion inmune (en los compartimentos CD4 y CD8), asi como los
marcadores solubles de inflamacion, pero no logran alcanzar valores normales. (C) El inicio temprano del cART, sobre
todo cuando es iniciado antes del pico de viremia en la infeecién aguda, normaliza la activacién de LT CD8+ v previene
la de los LT CD4*, se normalizan la mayoria de los marcadores solubles de inflamacién, pero otros permanecen
elevados a pesar del cART. Todavia no se conoce a ciencia cierta el impacto del inicio temprano del cART sobre la

mortalidad y morbilidad no relacionada a SIDA. Adaptado de [61].
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1. 5. ESTRATEGIAS PLANTEADAS PARA LOGRAR LA REMISION VIROLOGICA SOSTENIDA

La principal barrera para lograr la cura a la infeccién por HIV radica en la habilidad del virus de
permanecer de manera quiescente en el reservorio, constituido principalmente por LT CD4+ de memoria
en reposo, permaneciendo oculto a la vigilancia del sistema inmune [63]. Actualmente, solo un caso de
cura exitoso ha sido documentado, el llamado “Paciente Berlin™ (Timothy Brown), logrado mediante el
trasplante de células hematopoyéticas progenitoras resistentes a la infeccion (recibié un transplante de
células madres de un donante CCR5A32; Figura 10) [64, 65]. Sin embargo, la existencia de individuos
capaces de conirolar naturalmente la replicacién del virus (Elite Controllers, ECs), asi como diferentes
casos reportados de remisién virolégica sostenida tras la interrupcién del tratamiento antirretroviral
(controladores post-tratamiento) y otros ejemplos de remisién virolégica sostenida en escenarios
complejos ("Bebé Missisipi” y "Pacientes Boston™) [63, 65, 66], permiten hipotetizar que lograr la

remision virologica sostenida en los individuos infectados seria factible.
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Figura 10: Casos de remision virologica sostenida o transiente dela CV en ausencia de cART. Adaptado de Decks et al
[67].

Diversas estrategias para alcanzar la cura fueron planteadas, algunas de ellas proponen eliminar
totalmente el virus con capacidad replicativa del organismo (cura esterilizante) y otras, posiblemente més

factibles de ser llevadas a la practica, lograr un control inmunoloégico de la replicacién viral sin
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eliminacién total del reservorio (cura funcional o, mas correctamente, remision virologica sostenida en
ausencia de tratamiento) [63, 65]. La estrategia mas discutida es la llamada “Shock and Kill”, que se
fundamenta en la reactivacion de la replicaciéon del virus a partir de LT CD4* de memoria latentemente
infectados (reversion de la latencia) y la subsiguiente eliminacién de estas células por el propio sistema

inmune (Figura 11) [66-69].
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Figura 11: Esquema de la estrategia de "Shock and Kill". Implica re-activar la replicacion viral (reversion de la
latencia) a partir del reservorio (LT CD4* de memoria latentemente infectados) v la posterior eliminacion de las células
reactivadas por el sistema inmune del individuo. Asimismo, el cART impediria que se produzcan nuevas infecciones.

Adaptado de [70].

Este modelo requiere la pre-existencia de respuestas celulares capaces de eliminar efectivamente células
productoras de virus y/o limitar la replicacién viral. Ademés del modelo expuesto, nuevas estrategias que
involucran a los linfocitos T CD8&+ surgen constantemente, como es el caso de la transferencia adoptiva de
linfocitos T que ha sido muy explorado en el campo de los tratamientos oncolégicos e infecciones virales
persistentes [71-73]. Sin embargo, como se discutird a continuacion, la respuesta de los LT CD8+ esta
severamente disminuida en individuos bajo tratamiento antirretroviral, limitando el éxito de éstas

estrategias [74].

1. 6. RESPUESTA T CD8+ HIV-ESPECIFICA DURANTE EL CURSO NATURAL DE IA

INFECCION Y EN INDIVIDUOS BAJO TRATAMIENTO

Durante la infeccién aguda, la respuesta por parte de los LT CD8+ se correlaciona con el declive inicial en
la replicacion del virus. No obstante, a pesar de esta disminucion en la viremia, la gran mayoria de los
individuos infectados no son capaces de controlar la replicacién viral en ausencia de cART. Las primeras

evidencias de que las células T CD8+ HIV-especificas estaban involucradas en el control de la replicacién
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viral fueron aportadas por estudios realizados en humanos y primates no humanos durante la fase aguda
de la infeccién, durante la cual se observé que el surgimiento de LT CD8+ HIV-especificos se correlaciond
con la disminucién del pico de viremia y el establecimiento del set point viral, potente predictor de la
progresion a la enfermedad. Asimismo, se describieron mutantes virales de escape a los LT CD8+, v
ciertos alelos HLA (Human Leukocyte Antigen) han sido asociados a un mejor control de la replicacién

viral (Figura 12) [75, 76].
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Figura 12: Eventos significativos que involueran a los LT CD8+* durante la infeccién por HIV (aguda, erémica y
tratada). Adaptado de [76].

Al iniciar el cART, la magnitud de la respuesta T CD8+ HIV-especifica decae rapidamente [77, 78],
seguramente debido a la ausencia de estimulacién antigénica. A pesar de esto, algunas publicaciones han
demostrado que las células remanentes mantienen la capacidad de ejercer funcién antiviral [79-81]. Mas
aln, recientemente se ilustré en un modelo primate no humano que los LT CD8~ podrian tener un rol en
el control de la infeccién viral incluso durante el tratamiento [82]. Otros estudios indicaron que los LT
CDB8+ siguen ejerciendo presioén selectiva bajo tratamiento, sugiriendo que esta respuesta estaria actuando
sobre la replicaciéon viral residual [83]. De hecho, se ha observado que el reservorio viral se encuentra

compuesto, en gran parte, por variantes virales con mutaciones asociadas a escape inmune en epitopes
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dominantes, y esto se acentiia cuando el tratamiento es iniciado tardiamente [63, 84, 85]. Asimismo,

diferentes atributos de la respuesta T CD8+ han sido relacionados al tamano del reservorio una vez

iniciado €l tratamiento [86-89].
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Figura 13: Modelo de la ruta de diferenciacién jerarquica de Linfocitos T. Luego del encuentro con el antigeno las

células Ty se diferencian progresivamente hacia diversas subpoblaciones de células T de memoria, y en tltima

instancia, en células Ter. Valiéndenos de la expresion positiva o negativa de los marcadores de superficie CD45RO,

CCR7, CDg5 se identificaron 5 subpoblaciones de células T en éste trabajo. A medida que ocurre la diferenciacién

celular desde Tsar hasta Ter, las subpoblaciones pierden o adquieren funciones especificas de manera progresiva. Ta:

células naive; Tscur: células stem de memeoria; Tue: células de memoria central; Tue: células de memoria efectora; Ter:

células efectoras terminales. AWm: potencial de membrana mitocondrial. Adaptado de Gattinoni v col. [90, 91].

Las células T CD8* no son entidades individuales con una tnica funcion, sino que, en conjunto,

comprenden una poblacién celular que presenta una compleja ruta de diferenciacién y posee una gran

capacidad de ejercer multiples funciones [go, g1] (Figura 13), de las cuales un gran mimero pueden
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afectar la replicacion del virus. Diferentes trabajos realizados en el contexto de la infeccion por HIV,
llevados a cabo en diferentes cohortes y modelos, sugieren que la especificidad, la calidad (en términos
funcionales) y el fenotipo de las células son todos determinantes de la capacidad para mediar la actividad

antiviral.

Esta bien establecido que existen claras diferencias en la especificidad de los LT CD8~, es decir en las
proteinas virales que son blancos inmunodominantes, a lo largo del curso natural de la infeccién por HIV.
Durante la etapa aguda, la respuesta estd principalmente dirigida hacia Nef (antigeno de expresion
temprana) [92-04], pero durante la etapa crénica esta respuesta se hace mas amplia y reconoce diferentes
epitopes virales como Gag, Env y Vpr [95-97]. La magnitud de la respuesta inmune especifica varia segtin
que proteina viral es reconocida como blanco. Algunos estudios han establecido una fuerte asociacion
entre respuestas T CD8+ Gag-especificas y bajas viremias en la infeccién crénica [95, 98]. Mais
especificamente, nuestro grupo ha demostrado que el nivel de inmunodominancia de la respuesta anti-
Gag (es decir la contribucion relativa de la respuesta anti-Gag respecto de las otras proteinas virales) a
tiempos tempranos post-infeccién, se asocia de manera indirecta con la tasa de progresion a la
enfermedad [75]. En la misma linea, los individuos EC presentan una respuesta T CD8+ dirigida
ampliamente contra Gag y con una gran capacidad de mediar actividad antiviral [75, 98, 99]. Los posibles
mecanismos que podrian explicar la mayor habilidad de los LT CD8* con especificidad anti-Gag para
mediar una mejor respuesta antiviral incluyen: habilidad para eliminar células recientemente infectadas
(atin antes de la integracion del genoma viral al genoma celular) [100, 101], restricciones relacionadas al
fitness viral y propias de Gag para escapar a la presién inmune [102, 103] y una mayor funcionalidad para
mediar mecanismos antivirales tanto citoliticos como no citoliticos [104, 105]. Sin embargo, al iniciar
tratamiento, se observa una brusca caida en la frecuencia y magnitud de linfocitos T CD8+ HIV-
especificos, atribuido principalmente a la caida de la CV plasmatica y la consecuente disminucion de la
estimulacién antigénica (Figura 12) [74, 85]. A pesar de ello, 1a respuesta de memoria HIV-especifica
persiste y puede ser detectada, incluso luego de anos de tratamiento antirretroviral [83, 86]. Esto se
atribuye a que bajos niveles de replicacion viral estarian teniendo lugar (principalmente en sitios
santuario) y existiria cierto nivel de expresion de proteinas virales. En este sentido, se demostré la
expresion de ARNm correspondiente a la region codificante de Nef en individuos bajo cART, asi como

también una mayor proporcién de LT CD8+ Nef-especificos [88, 106]. Esto pone de manifiesto que la
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especificidad de la respuesta citotéxica una vez iniciado el tratamiento, constituye un factor clave en el

control viral pero atin es un aspecto poco explorado.

La capacidad antiviral de los LT CD8+ no esta determinada ni se caracteriza por una unica funcion celular,
sino que cada célula es capaz de producir un amplio espectro de moléculas efectoras, de manera aislada o
simultdnea. La polifuncionalidad celular se describe como la habilidad de una célula de producir por lo
menos tres marcadores; entre los cuales se encuentran CD107A/B (marcador de degranulacién), la
proteina inflamatoria de macrofagos 1p (MIP-1p, Macrophage Inflanunatory Protein, o también llamada
CCL4, C-C motif chemokine ligand 4), interferén y (IFN-y), interleuquina 2 (IL-2) y el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a, tumor necrosis factor alpha), como los mas tipicos. La polifuncionalidad de la
respuesta HIV-especifica ha sido asociada con la capacidad de mediar control viral [107-109]. En un
trabajo previo de nuestro grupo, se pudo detectar una significativa frecuencia de células especificas
polifuncionales a tiempos tempranos post-infeccién. Sin embargo, no se pudo establecer una asociacion

con un mayor o menor set-point viral [75].

Ademas de la especificidad y la calidad de la respuesta, el fenotipo seria también determinante de la
habilidad de las células de mediar control viral. Los LT CD8+ sufren cambios en su fenotipo y transitan
desde un estado naive, pasando por un fenotipo de memoria y culminando en células efectoras terminales
(Figura 13). Las células T de memoria o efectoras poseen la capacidad de montar una respuesta
secundaria de forma rapida en respuesta a la infeccion, mientras que las células naive, al no haber estado
en contacto con el antigeno previamente, no son funcionalmente activas de manera inmediata.
Recientemente, se han postulado ciertas asociaciones, incluyendo resultados de nuestro grupo, entre el
estadio de diferenciacién de los LT CD8+ totales (v HIV-especificos) y el control viral a lo largo de la
infeccién [110-113]. Aquellos individuos cuyas células presentaron mayor capacidad de inhibir la
replicacién viral, presentan altas frecuencias de células en estadios terminales [105], con una mayor
capacidad de respuesta al antigeno, lo cual contribuiria a un efecto antiviral superior. Por otro lado, se ha
descripto que la estimulacion antigénica constante que tiene lugar durante la infeccién cronica conduce a
un estado de agotamiento de los LT CD8+ HIV-especificos, caracterizado por la expresion en la superficie
celular de altos niveles de la molécula inhibitoria PD-1 (Programmed death-1), disminucién de las
capacidades proliferativa, de secrecién de citoquinas y citotoxica asi como alteracion en la diferenciacion
del fenotipo de memoria. Una vez iniciado el cART, estas alteraciones se revierten parcialmente al

disminuir los niveles de antigeno circulantes [74, 114, 115]. Numerosos autores especulan que las células
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de memoria que persisten luego de iniciado el tratamiento serian mas funcionales y menos susceptibles a
la apoptosis que aquellas encontradas en individuos sin tratamiento, pero aun asi no tendrian las
caracteristicas observadas en los controladores elite [83]. Es decir, el tratamiento parece restaurar la
respuesta inmune a un fenotipo menos agotado, pero aun resta dilucidar de manera acabada las
caracteristicas funcionales y fenotipicas de las células HIV-especificas que permitiran la eliminacién de

las células T CD4+latentemente infectadas y reactivadas.

Lo descripto anteriormente ilustra que, a pesar de ciertas controversias, existe una buena caracterizacién
de las propiedades funcionales y fenotipicas de la respuesta T CD8+ HIV-especifica luego del inicio del
cART. Sin embargo, atn queda por dilucidar cémo estas células responden en el contexto de una
reactivacion viral desde el reservorio. Asimismo, resta identificar aspectos positivos de la misma que
puedan ser estimulados o caracteristicas negativas que puedan llegar a ser un obsticulo en la

implementacion y éxito de las terapias de remision virolagica.

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

cuales se describen a continuacién.




II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

II. 1. OBJETIVO GENERAL

Existe un gran caudal de evidencia que sugiere que una respuesta T CD8+ HIV-especifica potente se asocia
a un mejor control de lareplicacién del virus. Esto ha llevado al surgimiento de propuestas terapéuticas que
buscan potenciar dicha respuesta con el fin de lograr la cura de la infeccion o, al menos, una remision
virolégica sostenida. El éxito asi como la factibilidad de estas estrategias de cura que buscan valerse del
propio sistema inmune del huésped para eliminar el reservorio viral, dependera en gran medida de la
calidad de 1a misma. Lograr identificar aspectos favorables a re-estimular y posibles aspectos desfavorables
a subsanar, permitira el desarrollo de estrategias mas eficientes. Teniendo en cuenta los antecedentes en el
drea, el OBJETIVO GENERAL de este trabajo fue EVALUAR LA FRECUENCIA, POLIFUNCIONALIDAD,
FENOTIPO Y CAPACIDAD ANTIVIRAL DE CELULAS T CD8+ HIV-ESPECIFICAS RE-ESTIMULADAS IN
VITRO OBTENIDAS DE INVIDIVUOS BAJO cART a fin de valorar el potencial uso de su re-estimulacién
como estrategia terapéutica para la erradicacién de los reservorios. Adicionalmente, se plantea establecer si
EL MOMENTO DE INICIO DEL cART LUEGO DE LA INFECCION AGUDA modifica los parametros a

evaluar.

Este trabajo aportara datos claves para comprender los mecanismos de control de la infeccion por HIV en el
contexto de la supresién virolégica mediada por el cART y evaluar la factibilidad de estrategias de cura del
tipo "Shock and Kill" o transferencia adoptiva de linfocitos T. Ademas permitira evaluar el impacto del
momento de inicio del tratamiento (temprana o tardiamente luego de la infeccion agnda) sobre la
funcionalidad y fenotipo de la respuesta T CD8+* lo que permitird determinar la necesidad de aplicar

estrategias disefiadas “a medida” o personalizadas para ambos grupos de individuos.

IL. 1. 1. Objetivos especificos

B OFE:: Determinar la magnitud y calidad (en términos funcionales y fenotipicos) de la respuesta T
CD8+ HIV-especifica en muestras de individuos HIV* bajo cART (muestra post-cART) que
iniciaron el mismo de manera temprana (Tratamiento Temprano, TTe) o tardia (Tratamiento

Tardio, TTa) post-infeccién.

. Emplear un modelo in vitro de expansién de células T CD8+ HIV-especificas en las muestras

obtenidas al afio de iniciar el cART, en ambos grupos de individuos.
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# Determinar la magnitud (frecuencia de células especificas) y la amplitud (niimero de proteinas
virales targets) de la respuesta T CD8+ HIV-especifica, tanto ex vivo como post-estimulacién in

vitro, por ELISPOT.

1 Analizar la polifuncionalidad de las células CD8+ HIV-especificas obtenidas post-expansién,
mediante la evaluacion de su capacidad de degranulacién y produccion de diferentes citoquinas

¥ quemoquinas, por citometria de flujo.

r Caracterizar el perfil inmunofenotipico, por citometria de flujo, de la poblaciéon celular T CD8§+
(total y HIV-especifica) post-expansién, mediante la determinacién de la distribucién de las
subpoblaciones de memoria (Tw, Tscy, Tuc, Tve ¥ Ter) asi como del marcador de agotamiento

celular PD-1.

11 Determinar la capacidad antiviral de las células T CD8+ HIV-especificas expandidas in vitro
mediante la evaluacién de su capacidad de inhibir la replicacién viral y/o eliminar células T

CD4+ infectadas mediante mecanismos citoliticos.

1 Determinar la existencia de asociaciones entre la frecuencia, polifuncionalidad y fenotipo de las
células T CD8+ HIV-especificas obtenidas post-expansion con la capacidad de inhibir la

replicacién viral y/o eliminar células T CD4+infectadas mediante mecanismos citoliticos.

B OE:: Determinar asociaciones entre la calidad (en términos funcionales y fenotipicos) de la
respuesta T CD8+ HIV-especificas evaluada durante la fase aguda de la infeccién (muestra basal,
ambos grupos de individuos), antes del inicio del cART (muestra pre-cART, grupo TTa) y luego

de un afo de iniciado el cART (muestra post-cART, ambos grupos de individuos), con los

pardmetros clinicos, inmunolégicos y marcadores de progresiéon evaluados luego de iniciado el

tratamiento.

1 Determinar la carga viral plasmatica, el recuento de poblaciones linfocitarias (muestra basal,
pre-cART y post-cART) y los niveles de activacién inmune celular (muestra basal y pre-cART) en

los dos grupos de estudio y a diferentes tiempos.
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# Analizar ex vivo, la proporcion, polifuncionalidad y el perfil inmunofenotipico de la respuesta T
CD8+ HIV-especifica, en las muestras basales (infeccién aguda) de ambos grupos de individuos

y ademas en la muestra anterior al inicio del tratamiento (pre-cART) en el grupo TTa.

1 Realizar andlisis de correlaciones entre los pardmetros especificos de la respuesta T CD8+
observados en las muestras basales y pre-cART con los parametros de progresion evaluados

post-cART.

B O3 Determinar asociaciones entre la calidad de la respuesta T CD8+ HIV-especifica evaluada
durante la fase aguda de la infeccién (muestra basal) o antes del inicio del cART (immuestra pre-
cART), en relacién con la respuesta T CD8+ HIV-especifica evaluada en muestras obtenidas post-

cART y expandidas in vitro (muestra post-cART post-expansion), en ambos grupos de

individuos.

1t Identificar posibles biomarcadores (en las muestras basales y pre-cART) con capacidad

predictora sobre la calidad de la respuesta T CD8+ post-cART post-expansion.

IL. 2. HIPOTESIS DE TRABAJO

oA pesar de encontrarse los individuos TTa y TTe bajo tratamiento antirretroviral efectivo por mas

de un ano, la respuesta inmune especifica es factible de ser expandida in vitro.

B 14 frecuencia, especificidad, polifuncionalidad y diferenciacion de memoria de los linfocitos T CD8+
obtenidos a partir de muestras de individuos bajo cART y expandidos in vitro. esta afectada por el
tiempo de estimulacién antigénica (tiempo sin cART) y por el nivel de disfuncién alcanzado previo

al inicio del tratamiento.

b Luego de la re-estimulacion in vitro, la capacidad de mediar actividad antiviral se ve influenciada
por la especificidad, el grado de polifuncionalidad, el nivel de diferenciacién, y la expresién de

marcadores de agotamiento.
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B Lacalidad (en términos funcionales y fenotipicos) de la respuesta inmune previa al inicio del cART
se relaciona con las caracteristicas de la respuesta inmune evaluada en la muestra post-tratamiento

y re-estimulada in vitro.

B 1o parametros asociados con una mejor calidad de respuesta inmune evaluados en las muestras
obtenidas antes y/o después del inicio del cART se relacionan con marcadores asociados a una

menor progresion a la enfermedad.




I1I. MATERIALES & METODOS
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II1. 1. POBLACION EN ESTUDIO

Se reclutaron un total de 25 participantes HIV* para este estudio, a través del Grupo Argentino de
Seroconversion [116]. Los individuos fueren incluidos en la cohorte al momento del diagnéstico de la
infececién aguda, siguiendo el siguiente criterio de inclusién [117]: 1) serologia negativa seguida por una
serologia positiva para HIV, confirmada por Western Blot (WB), dentro de los 6 meses ii) serologia
positiva, WB indeterminado y niveles detectables de ARN viral en plasma 6 iii) sintomas de infeccién
aguda con serologia negativa o indeterminada y posterior confirmaciéon de infeccion. Una vez
incorporados al estudio, los individuos fueron seguidos longitudinalmente. Para el caso particular de este
trabajo, se utilizaron muestras de sangre periférica obtenidas a diferentes tiempos: al momento de la

infeccion aguda (muestra basal), antes del inicio del tratamiento (muestra pre-cART) y luego de un

ano de iniciado el tratamiento (muestra post-cART).

Para determinados anélisis, los individuos fueron divididos en dos grupos segtin el momento de inicio del
tratamiento: aquellos que lo iniciaron en la etapa aguda (menos de 4 de meses a partir del momento
estimado de infeccion), de ahora en mas grupo TTe (Tratamiento Temprano, n=13); y aquellos que lo

hicieron luego de ese periodo o grupo TTa (Tratamiento Tardio, n=12) (Figura 14).

En el caso del grupo TTa, se obtuvieron muestras en dos estadios previos al inicio del cART: muestra basal
(tomada al momento del diagnéstico de la infeccién por HIV) y muestra pre-cART (tomada
inmediatamente antes del inicio del cART). En cambio, para el grupo TTe solo se conté con la muestra
basal que, en este caso, coincide con la muestra pre-tratamiento. Esto es porque, este grupo de individuos
fue reclutado luego de la implementacion de los nuevos lineamientos de la OMS, que recomiendan iniciar
el cART inmediatamente luego del diagnéstico de la infeccién, lineamientos que Argentina incorporé a las
guias nacionales de tratamiento antirretroviral en 2015 [118, 119]. Por ello, hoy en dia no se podria contar

un grupo con las caracteristicas del grupo TTa para un estudio prospectivo.

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

inclusién en el mismo.
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Figura 14: Linea de tiempo ilustrando las caracteristicas de los grupos de estudio y las distintas muestras con las que

se trabajo en este estudio.

II1. 2. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

De todos los individuos reclutados se obtuvieron muestras de sangre a diferentes tiempos post-infecciény
fueron procesadas de la siguiente manera: se recolectaron 40 ml de sangre periférica en tubos
conteniendo EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid, acido etilendiaminotetraacético) y se
centrifugaron a 2.500 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos. El plasma se separé¢ y se
guardé a —800°C hasta su procesamiento. Las células mononucleares de sangre periférica (peripheral
blood mononuclear cells, PBMCs) se obtuvieron mediante centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll-
Hypaque (GE Healthcare) y se criopreservaron en nitrogeno liquido, en una solucién de suero fetal
bovinoe (SFB, Gibco BRL) suplementada con 10% de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich), tomando
todos los recaudos necesarios para conservar su viabilidad. Para cada muestra se determino la CV
plasmatica mediante el método de ADN ramificado (branched-DNA, Versant, HIV-1 RNA 3.0 assay viral
load system, Siemens Healthcare; limite de deteccién 50 copias de ARN de HIV-1/ml de plasma) v el
recuento de las poblaciones linfocitarias LT CD4+ y CD8+ (CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+) por citometria de

flujo (TruCount, BD FACSCanto, BD Biosciences).
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1. 3. PEPTIDOS

Enlos ensayos que se describiran a continuacién se utilizaron, como estimulos, péptidos correspondientes
a las proteinas Gag y Nef de HIV-1. Los mismos se obtuvieron a través del programa de provision de
reactivos (AIDS Reference and Reagent Program) de los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU. (NIH,
National Institutes of Health,). Los péptidos utilizados (HIV-1 PTE [potential T cell epitopes] Gag/Nef
Peptides) presentan 15 aminoécidos (aa) de longitud e incluyen a todos los potenciales epitopes de células
T descriptos para diferentes variantes de HIV-1 circulantes a nivel mundial, permitiendo maximizar la
deteccién de respuestas positivas [120]. En este trabajo se agruparon los péptidos en 3 mezclas o pooles:
uno correspondiente a la proteina Nef (127 péptidos) y 2 pooles que comprenden a la proteina Gag
(correspondientes a las subunidades p17 = g7 péptidos y p24 = 128 péptidos). También, se utilizé el pool
de péptidos virales CEF (Citomegalovirus, Epstein Barr e Influenza), el cual es una mezcla de péptidos
derivados de los mencionados virus [121] que se utilizé como control positivo. Todos los péptidos llegaron
al laboratorio liofilizados, fueron cuidadosamente resuspendidos en DMSO en una concentracién final de

40 pg/pl, alicuotados y guardados a -20°C hasta su utilizacion.

II1. 4. EXPANSION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA

A partir de las muestras obtenidas al ano del inicio del cART (muestra post-cART), se realizé6 un
protocolo de expansion de células T CD8+ HIV-especificas, puesto a punto por nuestro grupo a partir de
diferentes trabajos publicados (Tabla 2 y Figura 20) [81, 122-125]. Para ello, PBMCs criopreservadas se
descongelaron en solucion tamponada de fosfatos (PBS, Phosphate Buffer Saline; Sigma-Aldrich), con el
adicionado de 2% de SFB (Gibco BRL), 1imM de EDTA y 25 U/ml de la enzima DNasa I (Benzonase;
Sigma-Aldrich), y se lavaron dos veces en el mismo medio de descongelado (5 minutos a 1500 rpm).
Luego las células fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado con 10% de SFB,
2 mM L-glutamina (Gibce BRL), 100 U/ml penicilina (Gibco BRL), 100 pg/ml estreptomicina (Gibco
BRL), 10 mM HEPES (Gibco BRL) (en adelante, medio RPMI completo). La viabilidad celular se chequeo
mediante el método de exclusién de las células muertas por tineién con azul tripin. Solamente las
muestras con un 95% de viabilidad celular fueron utilizadas para el ensayo. Una vez descongeladas, las
células fueron cultivadas en placas de 12 pocillos a una densidad de 2-3x10° células/ml en RPMI completo
suplementado con 100 U/ml de interleuquina-2 humana recombinante (IL-2-hr, Biolegend Inc, EE.UU.)

v en presencia de 1 ug/ml del pool de péptidos de HIV correspondiente o del pool de péptidos de CEF,
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durante 14 dias. El medio de cultivo fue reemplazado cada 72 horas con medio fresco RPMIe adicionado
con IL-2-hr. De esta manera se expandieron las células Nef-, p17-, p24- y CEF-especificas con el pool de

péptidos correspondiente, al cabo de 14 dias.

III. 5. ENSAYO DE ELISPOT (PRE Y POST-EXPANSION)

La proporcién de células HIV-especificas productoras de IFN-y se evalué en las muestras obtenidas al ano
post-tratamiento (muestra post-cART) de los individuos reclutados, mediante el ensayo de ELISPOT
(Enzyme-Linked ImmunoSpot assay). La evaluacién se realizé antes (ex vivo, ELISPOT pre-expansién) y
después de expandir PBMCs con péptidos especificos como se describi6 en el parrafo anterior (ELISPOT
post-expansién), siguiendo protocoles publicados por nuestro grupo de trabajo [75, 94, 122]. Para ambos
ensayos (ELISPOT pre- y post-expansién), se cubrieron placas de 96 pocillos con fondo de fluoruro de
polivinilideno (PVDF, polyvinylidene difluoride; MultriScreen IP plates, Millipore, EE.UU.) durante 16
horas a 4°C con una solucién 5 pg/ml de anticuerpo monoclonal anti-IFN-y humano (BD Biosciences,
EE.UU), en PBS. A la marfiana siguiente, las placas recubiertas fueron lavadas 4 veces con PBS y se
bloquearon durante 2 horas a 37°C con 200 pl/pocillo de medio RPMI completo. Finalizado el bloqueo, se
removio el medio de las placas y se dispensaron las células a una densidad de 105 células/pocillo para la
condicién ex vivo, mieniras que para la condicion post-expansion se dispensaron a una densidad tanto de
50.000 células/pocillo como 25.000 células/pocillo (se hizo de esta manera para evitar saturar el ensayo y
hacer posible la lectura luego del protocolo de expansion). Los pooles de péptidos se diluyeron en medio
RPMI completo y se anadieron en cada pocillo, alecanzando una concentracién final de 2 pg/ml. Cada
condicién se ensayd, al menos, por duplicado. Para cada sujeto testeado se incluyeron un control negativo
(RPMI completo sin péptidos, suplementado con 0,5% DMSO0) y dos controles positivos: un control de
estimulacién policlonal (PMA/Ionomicina) consistente en 5 ng/ml de acetato forbol miristatoe (PMA,
phorbol myristate acetate, Sigma-Aldrich) mas 500 ng/ml Ionomicina (Sigma-Aldrich) y un control de
estimulacién especifica consistente en el pool de péptidos CEF (concentracién final 2 pg/ml). Las placas
se incubaron toda la noche (ON, overnight) a 37°C en una atmésfera himeda con 5% CO.. Luego, se
lavaron 4 veces con PBS suplementado con 0,05% Tween 20 (de ahora en mas PBS-Tween, Promega,
EE.UU.) y se agregaron 100 pl/pocillo del anticuerpo monoclonal anti-IFN-y humano biotinilado (BD
Biosciences) previamente diluido (2 pg/ml) en PBS suplementado con 10% SFB y filtrado a través de un
filtro de PVDF de 0,22 pum (Millipore). Después de 2 horas de incubacién a temperatura ambiente, las

placas se lavaron 4 veces con PBS-Tween y se agregdé 100 pl/pocillo del complejo estreptavidina-
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peroxidasa (SAV-HRP, BD Biosciences) diluido en PBS. Las placas se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente, se lavaron 4 veces con PBS-Tween seguido de 2 lavados mas con PBS sélo. Para el revelado de
la reaccién se utilizé el reactivo AEC (3-amino-g-etil-cabazol, BD Biosciences) siguiendo las instrucciones
del proveedor. Una vez secas, las placas se analizaron en el lector de placas de ELISPOT ImmunoSpot
(Cellular Technology Ltd., EE.UU.) y se procedié al recuento de los spots utilizando el software
Immunospot. El tamano, forma y apariencia de los spots observados en los pocillos del control positivo
(CEF) se utilizaron como referencia de aceptacién de aquellos observados en los pocillos experimentales.
Los resultados se expresaron como unidades formadoras de spots (SFU, spot forming units)/106 PBMCs,
luego de haberse restado el valor de background (es decir, el obtenido para el control negativo). El umbral
de positividad para la respuesta se establecié como al menos 25 SFU/106 PBMC ¢ como 3 veces el
promedio de los controles negativos si esto tltimo fuera mayor a 25 SFU/106 PBMCs. Ademas del niimero

de spots, se registré el tamarnio promedio de los spots frente a un determinado estimulo.

I1. 6. MARCADO DE MOLECULAS DE SUPERFICIE E INTRACELULARES

La polifuncionalidad y el fenotipo de memeoria/efector de las células T CD8+* se evaluaron en tres tipos de
muestras: i) muestras obtenidas al ano de ¢cART y expandidas con péptidos especificos (muestras post-
cART post-expansion, grupos TTa y TTe), ii) muestras basales (ex vivo, grupos TTa y TTe), iii)
muestra pre-cART (ex vivo, grupo TTa) (Figura 14 y 20). Estos parametros fueron caracterizados

mediante el marcado de moléculas de superficie e intracelulares, por citometria de flujo.

En el caso de la evaluacién post-expansiéon (muestra post-cART), una vez concluidos los 14 dias de
estimulo las células fueron lavadas dos veces en RPMI completo y se dispensaron en placas de 96 pocillos
con fondo en U a una densidad de 5x105 células/pocillo. Luego fueron re-estimuladas durante 5 horas en
presencia de anticuerpos co-estimulatorios (anti-CD28 y anti-CD49d, 1 pg/ml; BD Biosciences),
monensina (Golgistop, 0,7 ul/ml; BD Biosciences), brefeldina A (10 pg/ml; Sigma-Aldrich) v el pool de
péptidos correspondiente (el mismo utilizado para la expansién, 2 pg/ml). A todos los pocillos se agregd
una mezcla de anticuerpos anti-CD107A y anti-CD107B, ambos conjugados con el fluoréforo isotiocianato
de fluoresceina (CD107A/B-FITC, Biolegend). Para cada condicién de PBMCs expandidas con un dado
pool de péptidos (Nef, p17, p24 o CEF), se incluyé un control negativo (medio RPMI completo mas DMSO
y los anticuerpos eoestimulatorios). Luego, se incubé la placa durante 5 horas a 37°C en atmoésfera

himeda con 5% de CO.. Para cada individuo evaluadoe se incluyd, en cada panel de citometria, un control
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de isotipo, es decir, PBMCs expandidas (sin importar el pool de péptidos particular) re-estimuladas
durante 5 horas en idénticas condiciones salvo que, en lugar de anadir el mix de anticuerpos anti-

CD107A/B-FITC, se anadi6 un control de isotipo para FITC.

Para el andlisis de las muestras directamente ex vivo (muestras basales y pre-cART), PBMCs fueron
descongeladas y lavadas como se describié anteriormente, resuspendidas a una densidad de 4x10¢
células/ml en medio RPMI completo e incubadas a 37°C durante 2 horas. Luego, se lavaron y se
dispensaron en placas de 96 pocillos con fondo en U a una densidad de 5x105 células/pocillo. A fin de
proceder con la estimulacién de las células, en cada pocillo se agregaron anticuerpos co-estimulatorios
(anti-CD28 y anti-CD49d, 1 png/ml; BD Biosciences), monensina (Golgistop, 0,7 pl/ml; BD Biosciences),
brefeldina A (10 pg/ml; Sigma-Aldrich) y el pool de péptidos correspondiente (5 pg/ml). Para cada
individuo evaluado, se incluyé un control negativo (medio RPMI completo mas DMSO y los anticuerpos
coestimulatorios), un control positivo (PMA, 10 ng/ml m4s ionomicina 500 ng/ml) y un control de isotipo
(como se explicd6 anteriormente). Asimismo, se estudi6é la respuesta frente al pool de péptidos CEF
(2pg/ml final). A los pocillos se agregd la mezcla de anticuerpos anti-CD107A/B-FITC y se incubé la placa
durante 5 horas a 37°C en atmoésfera hiimeda con 5% de CO., al igual que para la muestra post-expansion.

Dependiendo el ensayo a realizar (polifuncionalidad o fenotipo) se prosiguié de la siguiente manera:

III. 6. 1. Evaluacion de la polifimecionalidad de la poblacién celular T CD8* especifica:
capacidad de degranulacion (expresion en membrana de CD107A/B) y secrecion

de citoquinas (IFN-y, IL-2, TNF-a y MIP-1j3)

Luego de las 5 horas de estimulacion a 37°C, las células se transfirieron a placas de g6 pocillos con fondo
en Vy se procedié al marcado de las moléculas de superficie CD3, CD4, CD8, CD14 y CD19g. Para esto, se
utilizaron los siguientes anticuerpos directamente conjugados a fluoréforos (Tabla 1): anti-CD3-BV785
(Brilliant Violet), anti-CD4-BV650, anti-CD8-APC (aloficocianina, allophycocyanin), anti-CD14-Pacific
Blue y anti-CD19-Pacific Blue (Biolegend). Mediante el marcado de CD14/CD19 fue posible excluir del
andlisis a los linfocitos B (CD19*) v monocitos (CD14*), centrandonos tinicamente en la poblacion de
linfocitos CD3+. Se recurrié al marcador de viabilidad Zombie NIR™ Fixable Viability Kit (Biolegend)
para la exclusién de células muertas. El marcado de las moléculas se realizo6 durante 30 minutos en
oscuridad y a 4°C. Luego, las células se lavaron dos veces con RPMI completo, se fijaron y

permeabilizaron utilizando las soluciones comerciales Fixation Buffer/Permeabilization Wash Buffer
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(Biolegend) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalizada la fijacién y permeabilizacién, las
células se lavaron 2 veces utilizando la solucion comercial Permeabilization Wash Buiffer (Biolegend) y se
procedié al marcado de las proteinas intracelulares (30 minutos, 4°C y en oscuridad). Para ello, a todas
las condiciones en estudio se les agregd los anticuerpos conjugados anti-IL-2-PerCP-Cys.5 (peridin
chlorophyll protein-Cyanine 5.5), anti-IFN-y-BV711, (BD Biosciences), anti-TNF-a- PE/Cy7 (ficoeritrina-
cianinay, phycoerythrin-cyanine7) y anti-MIP-1B- PE (o CCL4-ficoeritrina, phycoerythrin). En el caso de
los pocillos de isotipo se anadieron, luego de la fijacién y permeabilizacién, los correspondientes controles
conjugados con: PerCP-Cy5.5, BV711, PE/Cy7 y PE. Luego del marcado, las células se lavaron 2 veces con
la soluciébn Permeabilization Wash Buffer, se fijaron con paraformaldehido o0,5% (PFA,
paraformaldehyde) y se guardaron a 4°C (por no mas de 24 horas) hasta su adquisiciéon en un citémetro
de 3 laseres y 16 detectores BD FACSAria FUSION (BD Biosciences), utilizando el programa BD

FACSDiva, versién 8.0.1 (BD Biosciences), para el anélisis de los datos ver Capitulo III.6.4 y Figura 15.

II1. 6. 2. Evaluacién del fenotipo (en términos de expresion de marcadores de memoria y

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

Luego de las 5 horas de estimulaciéon a 37°C, las células se transfirieron a placas de g6 pocillos con fondo
en V y se procedié al marcado de las moléculas de superficie (Tabla 1): CD3-BV785, CD4-BV650, CD8-
APC, CD14/CD1g-Pacific Blue, tal como se describid para el panel de polifuncionalidad, junto con el
marcador de viabilidad Zombie NIR™ Fixable Viability Kit para poder excluir las células muertas del
andlisis; durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad. Para las condiciones de este estudio, se marcaron los
siguientes receptores para determinar la proporeién de las distintas subpoblaciones de memoria: anti-
CCR7-Alexayoo (receptor de quimiocinas tipo 7, C-C chemokine receptor type 7), anti-CDg45RO
conjugado a PerCPCys5.5 y anti-CDg5 (Fas/APO-1/TNFRSF6) conjugado a PE-Dazzle504 (Biolegend). Por
otro lado, se analizé la expresién del marcador celular de muerte programada 1 (PD-1, Programmed Cell
Death 1) mediante un anticuerpo anti-PD-1 conjugado a PE (Biolegend). En el caso de los pocillos de
isotipo, se amadieron los correspondientes controles conjugados con Alexa7oo, PerCPCys.5,
PE/Dazzle504 y PE. La marca se realizé durante 30 minutos a 4°C y en oscuridad, y luego de la
incubacién, las células se lavaron dos veces con RPMI completo, se fijaron y permeabilizaron utilizando
las scoluciones Fixation Buffer/Permeabilization Wash Buffer siguiendo las instrucciones del fabricante.
Luego, se procedi6 con el marcado intracelular de las moléculas IFN-y, IL-2, TNF-a, y MIP-1p todos ellos

conjugados a FITC (Biolegend), durante 30 minutos a 4°C, en oscuridad. Para los controles de isotipo se
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aftadieron, luego de la fijacion y permeabilizacion, el correspondiente control conjugado con FITC.
Finalizada la marcacién, las células se lavaron dos veces con la solucion Permeabilization, se fijaron con
0,5% PFA y se guardaron a 4°C (por no mas de 24 horas) hasta su anélisis en un citémetro de flujo BD
FACSAria FUSION, utilizando el programa BD FACSDiva. Para el anilisis de los datos ver Capitulo

II1.6.4 y Figura 15.

IT1. 6. 3. Activacion inmune

Para caracterizar el nivel de activacion inmune celular (en muestras basales y pre-cART) se analizo,
ex vivo, la expresiéon de los marcadores CD38 y HLA-DR [126] por citometria de flujo (Tabla 1). Para ello,
de cada individuo se tomé una alicuota de PBMCs sin estimular y se realizé 1a marcaciéon de superficie con
los siguientes anticuerpos conjugados (ademas de aniadir el marcador de viabilidad): anti-CD3-PE/Cy7,
anti-CD4-PerCP, anti-CD8-PE, anti-HLA-DR-FITC y anti-CD38-APC (BD Biosciences), durante 30
minutos a 4°C y en oscuridad. Para cada individuo evaluado se incluyé un control de isotipo,
conteniendo: marcardor de viabilidad, anti-CD3-PECy7, anti-CD4-PerCP, anti-CD8-PE, y los
correspondientes controles de isotipo conjugados con FITC vy APC. Luego de la incubacién, las células se
lavaron dos veces con RPMI completo, se fijaron con 0,5% PFA y se guardaron a 4°C hasta su analisis en
un citometro de flujo BD FACSAria FUSION, utilizando el programa BD FACSDiva. Luego de la
adquisicién de las muestras se procedié al anilisis, donde se cuantificd el nivel de activacién como el
porcentaje de células T CD8* o CD4+ que expresaron el marcador CD38, HLA-DR o ambos marcadores en

simultaneo.

III. 6. 4. Citometria de flujo: adquisicién y andlisis de datos

Las células marcadas fueron adquiridas y analizadas por citometria de flujo (BD FACsAria FUSION 3-
laser, 16 detectores; BD FACSDiva software versiéon 8.0.1). Los datos obtenidos fueron luego analizados
off-line con el programa FlowJo versién 10 (Data Analysis Software, LLC). Para cada experimento, se
llevaron a cabo los controles de compensacion y controles de isotipo correspondientes en las muestras de
cada sujeto evaluado. Los controles de compensacién se realizaron mediante el uso de CompBeads (BD
Biosciences), microparticulas de poliestireno que permiten optimizar la compensacién fluorescente en
anélisis de citometria de flujo multicolor. Asimismo, durante la puesta a punto del panel de anticuerpos a

utilizar, se realizaron controles “fluorescence minus one” (FMQO) para optimizar la discriminacién de




todas las poblaciones. Por otro lado, se realizaron controles de isotipo en cada panel evaluado como se

explico anteriormente.

Anticuerpo Fluorocromo Clon Marca
Panel de Polifuncionalidad
CD3 BV785 OKT3 Biolegend
CD4 BV650 OKT4 Biolegend
CD8 APC HIT-8a Biolegend
CD14 Pacific blue M5E2 Biolegend
CD19 Pacific blue HIB1ig Biolegend
CDi1o7A FITC H4As Biolegend
CD107B FITC H4B4 Biolegend
IFN-y BV711 Bar BD
IL-2 PerCP-Cy5.5 MQi-17Hi12 Biolegend
MIP-1f/CCL4 PE D21-1351 BD
TNF-a PE/Cy7 MAbi11 Biolegend
Panel de Memoria
CD3 BV785 OKT3 Biolegend
CD4 BV650 OKT4 Biolegend
CD8 APC HIT-8a Biolegend
CD14 Pacific blue M5E2 Biolegend
CD1g Pacific blue HIB1g Biolegend
CD45R0O PerCP-Cys.5 UCHIL1 Biolegend
CCR7 Alexa 700 Go4sH7 Biolegend
CDog5 PE/Dazzle 594 DXz Biolegend
PD-1 PE EHi2.2H7 Biolegend
CDio7A FITC H4A3 Biolegend
CD107B FITC H4B4 Biolegend
IFN-y FITC 4S8.B3 Biolegend
IL-=2 Alexa 488 MQi-17Hiz Biolegend
MIP-1f/CCL4 FITC D21-1351 ED
TNF-a FITC MAb11 Biolegend
Panel de Activacién
CD3 PE/Cy7 OKT3 Biolegend
CD4 PerCP OKT4 Biolegend
CD8 PE HIT-8a Biolegend
HLA-DR FITC Lza4s Biolegend
CD38 APC HB-7 Biolegend
Panel Ensayo VITAL
CD3 PE/Cy7 OKT3 Biolegend
CD4 PerCP OKT4 Biolegend
CD8 BV510 SKa Biolegend

Para el andlisis de polifuncionalidad (Figura 154), se realiz6, en primer lugar, un grafico en funcién del

drea y de la altura de la dispersién frontal de la luz (FSC-A, forward scatter area y FSC-H, forward
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scatter height) para remover dobletes. Luego se excluyeron las células muertas en base a la fluorescencia
del marcador Zombie NIR (histograma en APC-Cy7) y, en segunda instancia, aquellas que expresaban en
superficie los marcadores CD14/CD19 (Pacific Blue versus SSC-height). Sobre esta poblacién se realizb la
discriminacién de la paoblacién de linfocitos en funcién de los valores de dispersion frontal y refraceién
del laser (FSC y side-scatter light SSC), donde se adquirieron un minimo de 100.000 eventos (las
muestras que no cumplian el minimo de eventos adquiridos en esta poblacién no se incluyeron en los
anélisis posteriores). Luego, se seleccionaron aquellos eventos CD3+* en un citograma CD3 versus SSC-H
(SSC-height), y sobre esta poblacién se construy6 un grafico de CD8+ versus CD4+ (APC vs BV650) para
identificar los linfocitos CD3+/CD8+. Sobre esta poblacién, se estudié 1a expresiéon de citoquinas (IFN-y,
IL-2 y TNF-a), la quemoquina MIP-1f y del marcador de degranulacion CD107A/B (Figura 15B). Cada
funcién se estudié por separado y en conjunto; esto ultimo se llevé a cabo utilizando las herramientas
disponibles en el programa de anélisis FlowJo versiéon 10, el cual permite, mediante una estrategia
booleana, identificar células capaces de mediar una, dos, tres, cuatro o hasta cinco funciones
simultdneamente (identificando asi células mono-, bi-, tri-, tetra-y penta-funcionales). Los datos
presentados corresponden a los resultados obtenidos luego de restado el background inespecifico
(DMSQ), lo cual fue realizado para cada funcién particular. Se determiné, como punto de corte, un desvio
estandar sobre el valor del background y todos los valores que cayeron por debajo de ese punto se les

asignd una respuesta con valor o (negativa).

Por otro lado, se evalud la expresion de los marcadores CCR7, CD45RO y CDg5 (marcadores de fenotipo
de memoria) y de 1a moléeula PD-1 (marcador de agotamiento) (Figura 15C), tanto en la poblacién total
de células T CD8* como en la poblacion HIV-especifica. La estrategia de seleccion de poblaciones fue
idéntica que para el caso de la polifuncionalidad, hasta la seleccién de las células CD3+/CD8+. Sobre esta
poblacién, se determinaron las subpoblaciones de memoria mediante un citograma CCR7 versus CD45R0O
(Figura 15C). A partir de la expresién diferencial de estos dos marcadores se describen cuatro
subpoblaciones de LT CD8+: células Naive/SCM (stem cell memory) (Tyjsar, CCR7+/CD45RO); células
de memoria central (Tumc, CCR7+/CD45R0+); células de memoria efectora (Tye, CCR7/CD45R0%) ¥
células efectoras terminales (Ter, CCR7/CD45R0-). Para poder discernir entre las células Tv y Tacns, se
coustruy¢, a partir de la subpoblacion CCR7/CD45RO*, un histograma en funcion de la expresion de la
molécula CDo5 (Tx: CD9o5 y Tsoar: CD95+). Para identificar las células T CD8+ HIV-especificas (células

productoras de citoquinas o que degranulan en respuesta a la estimulacién con el antigeno) se realizé un
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citograma en base a la fluorescencia de las mismas en FITC (CD8 versus FITC). Cabe destacar que, tanto
las citoquinas/quemoquina como CD107A/B, se marcaron con el mismo fluorocromo para optimizar la
deteccion de las células T CD8+ HIV-especificas, independientemente de su funcién. Se consideré una
respuesta positiva cuando la poblacién FITC+ (citoquinast y CD107A/B+) en los pocillos estimulados con
péptidos fue al menos el doble que el background; mayor a 0,05% luego de restado el background e
incluia al menos 1.000 eventos. Este criterio se establecié para minimizar la posibilidad de errores y
sesgos provocados por un bajo nimero de eventos en analisis subsiguientes. Sobre las células CD8+FITC+
se determiné la distribucién de las subpoblaciones de memoria utilizando una estrategia de gating
idéntica a la aplicada a la poblacién de CD8* total. Para evaluar la expresiéon del marecador de agotamiento
PD-1, el analisis se realizé mediante un citograma de PE versus SSC-H, tanto en la poblacion CD8+ total
como CD8+ HIV-especifica. Asimismo, la expresién de PD-1 también se evalué dentro cada subpoblacién
de memoria total. Por iltimo, sobre la poblacién de células CD8+PD1+ se evalué la distribucién de las

subpoblaciones de memoria y la expresion de citoquinas.
II1. 7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL (POST-EXPANSION)

Con el objetivo de evaluar la capacidad de los LT CD8+ obtenidos post-expansién (muestra post-cART)
de mediar actividad antiviral, tanto por mecanismos citoliticos como no citoliticos, dos técnicas ya
publicadas fueron adaptadas a nuestro sistema de expansién. Por un lado, se evalué la capacidad de los
LT CD8+ expandidos de suprimir la replicacion viral en células primarias T CD4+ autélogas, mediante el
ensayo denominado ensayo de inhibicién viral (Viral Inhibition Assay, VIA) originamente descripto por
Saez-Cirién y colaboradores [127] y adaptado por nuestro grupo [75] con algunas modificaciones. Si bien,
la aplicacién del ensayo de VIA posee diversas ventajas, como ser la cuantificacion del efecto de las células
T CD8+ sobre la replicacién del virus y el hecho de ser posible adaptarlo a diferentes cepas virales; éste no
nos permite discriminar si la actividad antiviral estd mediada en mayor proporciéon por mecanismos
citoliticos o no citoliticos. Es por ello que nos propusimos incorporar un segundo ensayo que permitiera
discriminar este aspecto. El Ensayo VITAL (VITAL Assay), desarrollado por Hermans y col. [128], evalta
exclusivamente la capacidad de los LT CD8+ HIV-especificos de lisar LT CD4+ autblogos que expresan
antigenos del virus en su membrana. Ambos ensayos (VIA y VITAL) requirieron la generacién de células
efectoras especificas (LT CD8+) y células autdlogas blanco o target (LT CD4%), como se explica a

continuacion.
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Figura 15: Estrategia utilizada para la seleccién y andlisis por citometria de flujo de la poblacién linfocitaria T CD8+
HIV-especifica secretora de citoquinas (IFN-y, IL-2, TNF-a y MIP-1f) v/o con capacidad de degranulacion
(CD107A/B), e identificacion delas subpoblaciones T CD8* en base a su fenotipo de memoria y expresién de PD-1. (A)
A partir de un grafico de FSC-A versus FSC-H se seleccionaron los singletes. Luego se excluyeron las células muertasen
un histograma de APC-Cy7 (Zombie NIR) y seguidamente también aquellas CD14/CD1o+ (Pacific Blue versus SSC-
height). Sobre esta poblacion, se seleccionaron los linfocitos (FSC vs SSC) y luego los eventos CD3* (BV786 versus SSC-
H). Sobre ésta poblacién, se construyb un grafico de CD8 versus CD4 (APC vs BV650) para identificar los linfoeitos
CD3+/CD8*. Una vez identificada esta poblacion, se estudio, por un lado la polifuncionalidad (panel de
polifuncionalidad, B) y por otro el fenotipo (panel de memaoria, C). (B) Panel de Polifuncionalidad. El marcador de
degranulacion y las distintas citoquinas fueron evaluadas construyendo citogramas de CD8+ versus FITC, BV711,
PerCP-Cys.5, PE v PECy7, respectivamente. (C) Panel de Fenotipo de Memoria. Para identificar las subpoblaciones de
memoria, se construyd sobre el gate de células CD8*, un citograma de CD45R0O vs CCR7 (PerCP-Cys.5 us Alexayoo), y
a partir de la subpoblacién CCR7-/CD45R0* un histograma en funcion de CDg5. Este andlisis se realizo tanto sobre las
células CD8~ totales, como HIV-especificas y PD-1*. Para identificar las células HIV-especificas se realizd un citograma
CDB8 versus FITC. Para evaluar la expresién de PD-1 en las diferentes poblaciones, se realizd un citograma en funcién
de PE.

Luego del descongelado, tal como se detallé anteriormente, las células fueron fraccionadas en dos partes,
una parte fue expandida con el protocclo expuesto en el capitulo III1.4, para generar LT CD8+ Nef- y p24-

especificos efectores (antigenos que demostraron la mayor eficiencia de expansién en nuestro sistema, ver
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Capitulo IV, Resultados). La fraccion restante de células fue cultivada durante 14 dias (en paralelo a la
expansion de los LT CD8+) con el anticuerpo monoclonal humano recombinante bi-especifico anti-CD3.8
(obtenido del NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, generados por los Drs.
anticuerpo estd compuesto por fragmentos de dos anticuerpos monoclonales y se une a las moléculas CD3
y CD8. Al agregarse al cultivo de PBMCs, elimina eficientemente a los LT CD8+, enriqueciendo
progresivamente el cultivo en células T CD4+ activadas (expansién de LT CD4+). Para esto, PBMCs fueron
Plaqueadas en placas de 24 pocillos a una densidad celular de 1,5-2x106 células/ml de RPMI completo
adicionado con 50 U/ml de [L-2 hr y 0,5 pg/ml del anticuerpo bi-especifico CD3.8, en un volumen final
de 1 ml. El medio se renové cada 72 horas con RPMI completo adicionado con 50 U/ml IL2-hr. Al dia 13,
se determiné la pureza alcanzada en el cultivo mediante citometria de flujo, empleando anticuerpos
monoclonales anti-CD3-PECy7, anti-CD4-PerCP y anti-CD8-BV510, ademas del marcador de viabilidad
Zombie NIR. Las células se adquirieron en un citémetro FACSCanto (BD Biosciences) v se analizaron con
el programa FlowJo v.10. La pureza del cultivo fue, en todas las muestras analizadas, de al menos 9o%
linfocitos T CD4* con una viabilidad del 95% (Figura 16). De esta manera se logrd obtener, luego de 14

dias, un cultivo de aproximadamente 10x106 de LT CD4+ targets activados para cada individuo estudiado.
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Figura 16: Estrategia utilizada para determinar la pureza del cultivo de LT CD4*, obtenidos a partir del tratamiento de
PBMCs con el anticuerpo bi-especifico CD5.8 mas IL-2, durante 14 dias.

La expansion de los LT CD8+ Nef- y p24- especificos se realizé como se describié en el Capitulo III. 4. Al
dia 13, se determind, en una fraccién de células, el porcentaje de LT CD8+ Nef- y p24-especificos
(productores de citoquinas o capaces de degranular) valiéndonos del ensayo de estimulacién corto
descripto en el capitulo IIT.6 y usando un protocolo de marca similar al del panel de fenotipo, pero con

algunas modificaciones en los anticuerpos empleados: Zombie- NIR, anti-CD3-PeCy7, anti-CD4-PerCP,
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anti-CD8-BV510, citoquinas (IFN-y, IL-2, TNF-a) y el marcador de degranulaciéon (CD107A/B) en FITC;
esto con el objetivo de identificar el porcentaje de células HIV-especificas. Las células fueron adquiridas
en el citémetro FACS CANTO. Al dia 14 de expansiéon, los LT CD8* fueron purificados del cultivo
mediante un kit de separacién magnética (BD Biosciences), por seleccion positiva. En primer lugar, se
lavaron las células expandidas con una solucién de PBS suplementado con 0,5% de albumina sérica
bovina (BSA, bovine serum albumin), 2 mM EDTA y 0,09% azida (de ahora en mas solucion S). Luego, se
procedié a la separacién de los LT CD8+ mediante la utilizacién de un anticuerpo monoclonal anti-CD8
(BD Biosciences) que se encuentra conjugado a nanoparticulas magnéticas. Para ello, se dispensaron las
células en tubos plisticos de 3 ml, se agregaron 50 pl de nanoparticulas por cada 106 PBMCs y se las
incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, se diluy¢ la muestra con
solucién S y se incubé durante 10 minutos depositando el tubo en el imian magnético para, de esta
manera, poder aislar las células que se hubieran pegado a las nanoparticulas. Luego sin retirar el tubo del
iman, se aspiro el sobrenadante en su totalidad (el cual se descarté), se retirod el tubo del iman vy se
resuspendieron las células en solucién S, se colocé nuevamente el tubo en el imén y se realizé el
procedimiento dos veces mas a modo de lavado. De esta manera, se purificaron los LT CD8* Nef- y p24-
especificos efectores. Luego se procedié con los ensayos de VIA y VITAL, los cuales se describen en detalle

a continuacion.

III. 7. 1. Ensayo de Inhibicién Viral (VIA, Viral Inhibition Assay)

II1.7.1.1. Generacion de los Stocks Virales

Para el ensayo de VIA, los LT CD4+ autblogos (células targets previamente purificadas v activadas
mediante el cultivo con el anticuerpo bi-especifico CD3.8) fueron infectados, en paralelo, con 4 cepas
virales diferentes, todas de subtipo B: una cepa de laboratorio con tropismo X4 (NL4.3) v tres cepas
virales obtenidas a partir de aislamientos primarios Transmitted/founders (T/F), seleccionados del panel
completo de virus primarios T/F Infectious Molecular Clones disponible en el NIH AIDS Reagent
Program (Division of AIDS, NIAID, NIH: catilogo numero 11742 [virus T/F de tropismo X4, de ahora en
mas Virus 4, V4]; catdlogo ntunero 11746 [virus T/F de tropismo Rg, obtenido a partir de un evento de
transmisién heterosexual, de ahora en mas Virus 8, V8]; y catalogo ntimero 11749 [virus T/F de tropismo
R5, obtenido a partir de un evento de transmisién homosexual, de ahora en méas Virus 9, Vg] del Dr. John

Kappes [120, 130]). Estos virus fueron pseudotipados y titulados en el laboratorio a partir de los
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plasmidos correspondientes obtenidos del NIH, con el signiente protocolo. En primer lugar los plasmidos
se amplificaron transformando bacterias competentes de la cepa Escherichia coli DH5a por
electroporacién (aplicando un pulso de 1,8kV y usando un electroporador Micro Pulser™, Biorad,
EEUU), se purificaron mediante el kit comercial NucleoBond Xtra Midi Plus (Macherey-Nagel,
Alemania) y se cuantificaron mediante espectrofotometria (Multiskan GO, uplate spectrophotometer,
Thermo Scientific). Luego, para la obtencion de los stocks virales, se co-transfectaron células de la linea
celular 293T con los plismidos antes mencionados y un plasmido que expresa la proteina G del virus
Virus de la Estomatitis Vesicular (VSV) con el objetivo de obtener particulas virales que expresen la
proteina G en membrana y posteriormente lograr una mayor eficiencia de infeecién. La linea 293T es una
linea celular de tipo epitelial derivada de rinén humano y presenta una alta eficiencia de transfeccion.
Esta linea se cultivé en medio Dulbecco's modified Eagle (DMEM, Gibco BRL) suplementado con 10% de
SFB (Gibco BRL), 2 mM L-glutamina (Gibco BRL), 100 U/ml penicilina (Gibco BRL) y 100 pg/ml
estreptomicina (Gibco BRL). La transfeccion transitoria de la linea celular 293T se llevo a cabo utilizando
el reactivo comercial X-treme GENE o DNA transfection reagent (Roche, Suiza), siguiendo las
instrucciones del fabricante y utilizando una relacién de ADN plasmidico 2HIV:1VSV-G. A las 48 horas
post-transfeccién se cosecharon los scbrenadantes, se clarificaron por centrifugacién (6oog durante 15
minutos a 4°C) y por ultimo se alicuotaron y se guardaron a -80°C hasta su utilizacion. Cada stock viral se
cuantificé mediante la determinacién del antigeno p24 en sobrenadante de cultivo utilizando un ensayo

comercial de ELISA (Sino Biological Inc., China), incluyendo una curva de calibracién.

I1.7.1.2. Infeecién y co-cultivo

Obtenidos los stocks virales, se procedié a infectar los LT CDg+ target. Para ello, las células fueron
resuspendidas en RPMI completo y se plaqueron a una densidad de 1x105 LT CD4+ en placas de g6
pocillos con fondo en U. Luego se anadieron los virus a los pocillos correspondientes a una concentracién
final de 15 ng de p24 cada 100.000 células target. Para obtener una mejor eficiencia de infeccién, las
placas fueron centrifugadas para favorecer el contacto célula-célula (espinoculacién) a 3150 rpm, una
hora a 22°C. Luego, se procedi6 con la adsorcién viral durante una hora mas a 37°C en atmosfera htiimeda
con 5% de CO,. Finalizada la adsorcion, se realizaron dos lavados, se resuspendieron las células en 100 pl
de RPMI completo suplementado con 10 U/ml de IL-2hr y se co-cultivaron junto a 100 pl de células
efectoras CD8+ Nef-especificas o p24-especificas, en relacion 1:1 (Figura 17). Para cada sujeto se evalud

un control de infectividad (100% infeccién, LT CD4+ infectados sin el agregado de células efectoras CD8+)
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y un control negativo (LT CD4* sin infectar y sin efectoras), para corroborar que no se hubiera producido
una reactivaciéon viral en las células durante la expansién de los LT CD4+ con el anticuerpo bi-especifico.
Todas las condiciones se ensayaron por triplicado. Las células se co-cultivaron durante 7 dias a 37°C en
una atmosfera hiimeda con 5% de CO.. Al dia cuatro post-infeccién, se reemplazdé la mitad del
sobrenadante de los co-cultivos por medio fresco. Al dia siete post-infeccién, se recolectaron los
sobrenadantes y se evalu6 la replicacion viral mediante la cuantificacion de antigeno p24 en sobrenadante

por ELISA. La inhibicién de la replicacién viral se caleuld con la siguiente formula:

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

La magnitud de VIA se expresd como el logaritmo en base 10 de la concentracién de antigeno p24 que se

pierde cuando las células CD8* efectoras estan presentes en el cultivo.

Efectoras
2\ Nef- 0 p24-especificas

HIV-1
T/F o NL4.3

Dia Cuantificacion de
—> p24por ELISA
(Sobrenadante)

Co-cultivo target:efectoras (1:1)

Figura 17: Esquema del ensayo de inhibicion de la replicacion viral utilizado (VIA), adaptade a nuestro sistema a
paritr del trabajo publicado por Saez-Cirién y col. [127].

II1. 7. 2. Evaluacion de la citotoxicidad directa (Ensayo VITAL)

A partir de las células efectoras y targets obtenidas para cada individuo como se detall6 en el apartado
anterior, se realizd el ensayo VITAL (Figura 18) para evaluar la capacidad de los LT CD8+ Nef- y p24-
especificos de ejercer citotoxicidad directa. Para ello, los LT CD4* fueron resuspendidos a una densidad
de 2x106 células/ml en RPMI completo. Un mililitro (2x108 LT CD4+) de esa suspension se tind primero

con 100 pl de una solucién 1 pM de la molécula fluorescente éster de suceinimidil-earboxifluoresceina
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(carboxyfluorescein succinimidyl ester, CFSE) (Molecular Probes, EEUU) a 37°C durante 8 minutos.
Esta molécula difunde pasivamente al interior de la célula, se une a aminas intracelulares y sus grupos
acetato son clivados por esterasas transforméndose en un compuesto altamente fluorescente. Luego de la
incubacién, se detuvo la reaccion con el agregado de 200 pl de SFB y el exceso de reactivo no conjugado se
eliminé mediante dos lavados sucesivos con PBS 1% SFB (1500 rpm por 5 minutos). Luego de la tincién,
las células CD4+CFSE+ fueron fraccionadas en dos tubos e incubadas con 2 pg/ml del pool de péptidos
correspondientes a las proteinas Nef o p24, respectivamente, en RPMI completo durante 2 horas a 37°C
en una atmosfera himeda con 5% de CO,. Después de ser pulsadas con el pool de péptidos
correspondiente, se lavaron exhaustivamente para eliminar el exceso no unido y se resuspendieron en
RPMI completo suplementado de 10 U/ml IL2-hr. En paralelo, 2x10¢ LT CD4* se tifieron con 2 pM PKH-
26 red fluorescent cell linker (Sigma-Aldrich, EEUU), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
trata de una molécula fluorescente roja que se incorpora a regiones lipidicas de la membrana celular. Las
células CD4+*PKH-26+ se resuspendieron en el mismo medio. Una vez obtenidas las células CD4+CFSE+
(cargadas con péptidos) y CD4+PKH+ (sin péptidos), fueron plaqueadas en una relacién 1:1 en placa de g6
pocillos con fondo en U (5x104 células de cada poblacion fluorescente por pocillo). Células efectoras Nef-o
p24-especificas fueron anadidas a los pocillos correspondientes en distintas relaciones farget:efectora
(T:E, 1:1, 1:5, 1:10 y 1:1 ajustado [se ajustd la relacion a la proporcién de LT CD8+ HIV-especificos, es decir
que expresan el marcador CD107A/B o producen citoquinas, determinados por citometria de flujo al dia
13 como se especific al inicio del capitulo]). Todas las condiciones fueron ensayadas por triplicado. Para

cada péptido se incluyé un control negativo (LT CD4+* de ambas poblaciones fluorescentes, sin efectoras).

Las placas fueron incubadas durante toda la noche a 37°C en una atmoésfera hiuneda con 5% de CO,, al
siguiente dia las células fueron lavadas, tenidas con el marcador Zombie NIR, y los anticuerpos anti-CD3-
PE/Cy7, anti-CD4-PerCP y anti-CD8-BV510 (Tabla 1), fijadas con PFA 0,5% y analizadas en el citébmetro
BD FACSCanto utilizando el programa BD FACSDiva. Luego, los datos fueron analizados con el programa
FlowJo v.10, de la siguiente manera (Figura 19): la seleccién inicial se realizé en un grafico FSC-A versus
FSC-H para excluir dobletes, seguido por la seleccién de los linfocitos en un grafico FSC-H vs SSC-A.
Sobre esta poblacién, se excluyeron cuidadosamente las células muertas (Zombie-NIR positivas) y se
coustruy¢ un citograma de CD3 (PE/Cy7) versus SSC-H (side-scatter light-height). Sobre éste, se
seleccionaron los LT CD4+ en un grafico de CD8 versus CD4 (PerCP vs BV510), vy sobre esta poblacién se

realizé el andlisis. Se graficé un citograma de CFSE versus PKH-26 y se determiné la supervivencia de los
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LT CD4* target cargados de antigeno (CFSE*) en presencia de las efectoras en las diferentes relaciones
T-E, comparado con las condiciones que carecian de células efectoras. La supervivencia ajustada se
calculé como el porcentaje medio de eventos CFSE* en presencia de efectoras versus la condicién sin
efectoras. Finalmente, el porcentaje de lisis especifica se calculé con la siguiente ecuacién: %Lisis

especifica= 100 - %supervivencia ajustada.

marca de
(‘F'i'.l;‘PKH 26

incubdacibn con
pm[ de peptidos

& Dpiptidos (Nef o p2g)

LT CD4*CFSE*

LT CDg* target

LT CD4‘PKH—26\

/ Efectores Nef-o
= p24-especificos

Co-cultivo target:efectores
(1:15 1:1 ajustado; 1:5 y 1:10)

Figura 18: Esquema grafico del ensayo VITAL (VITAL Assay), adaptado a nuestro sistema a paritr del trabajo
publicado por Hermans y col. de [128].
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Figura 19: Estrategia de seleceién por citometria de flujo empleada en el ensayo VITAL para determinar el porcentaje
de lisis especifica. Citometria obtenida en el ensayo VITAL para un individuo representativo, donde se muestra la
condicion sin el agregado células efectoras CD8* (panel superior) v la pérdida de células CD4+ al agregar las efectoras
en una relaciéon CD4:CD8 1 a 1 (panel inferior).

II1. 8. ANALISIS ESTADISTICO

La fecha probable de infeccién de los individuos reclutados se calculé en base al trabajo de Socias v
colaboradores [116, 131]. La fecha de inicio del tratamiento fue informada por los médicos tratantes de la
cohorte. Los datos obtenidos se expresaron como valores de mediana con rangos intercuartilos (25% a
75%, 1Q25-75) a menos que se indique lo contrario. El analisis estadistico de los datos fue llevado a cabo
utilizando el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, EE.UU.) excepto aquellos donde se
indica que se utilizé6 el programa SPICE. Todos los datos se analizaron mediante métodes no
paramétricos. Las pruebas de Wilcoxon y Mann-Whitney se utilizaron para comparar diferencias intra- e
inter-grupos, respectivamente. En el caso de las comparaciones entre mas de dos grupos se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis seguido del post test de Dunn. Las correlaciones estudiadas fueron analizadas
mediante la prueba de Spearman’s. Todas las pruebas fueron consideradas estadisticamente significativas
cuando el valor de p obtenido fue menor de 0,05. En el caso de las correlaciones que involucraron

multiples parametros, los valores de p fueron ajustados por comparaciones multiples mediante el cilculo
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de la tasa de descubrimientos falsos (FDR, false discovery rate), de acuerdo al método de Benjamini &
Hochberg, utilizando el programa GraphPad Prism 7. Este método de ajuste evalia la proporcién
esperada de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas. Las correlaciones ajustadas fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de p ajustado (p*) resulté menor a 0,1. Para
el analisis de los datos de polifuncionalidad y fenotipo de memeoria generados por citometria de flujo, se
usé el programa SPICE version 6.0 (https://miaid.github.io/spice/) siguiendo las consideraciones
experimentales y técnicas publicadas por los desarrolladores [132]. Particularmente, la prueba ¢ de
Student y pruebas de permutacién parecial (incluidas en el paquete) se utilizaron para comparar los

perfiles de distribucién entre grupos.
I11. 9. RESUMEN DE ENSAYOS REALIZADOS Y ESQUEMA GRAFICO DE TRABAJO

A continuacién se detallan en la Tabla 2 y Figura 20 un resumen global de la estrategia experimental

utilizada en las diferentes muestras objeto de estudio, como se explicd anteriormente.

Tabla 2:

Activacién ex vivo v v
ELISPOT pre-expansién Vv
ELISPOT post-expansion Vv
Polifuncionalidad ex vive v v
Polifuncionalidad post-expansion YV
Perfil de Memoria y expresion de PD-1 ex vivo v Vv
Perfil de Memoria y expresion de PD-1 post-expansién v

Ensayos VIA y VITAL Vv
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ELISPOT de IFN-y (pre-expansién)

Expansion de LT CD8*
HIV-especificos

ELISPOT de IFN-y
Dia 14 Polifuncionalidad

Fenotipo de Memoria
Expresion de PD-1

(Muestira post-cART)

Purificacion de LT CD4' L )
autblogos Purificacion de LT CD8

(efectores)

|

VIA

LT CD4' autdlogos purificados = Vital Assay
(targets)

Polifuncionalidad
Fenotipo de Memoria
Expresion de PD-1

(Muestra basal y/o
pre-cART)

Figura 2o: Esquema grifico de la estrategia experimental. (A) Ensayos realizados en las muestras post-cART:
expansion de LT CD8+, ELISPOT, evaluacion del pertil polifuncional, evaluacion del fenotipo de memoria y expresion
de PD-1, y evaluacién de la actividad antiviral (VIA y VITAL). (B) Ensayos realizados en las muestras basales y/o pre-
cART: evaluacion del perfil polifuncional, evaluacion del fenotipo de memoria y expresion de PD-1.
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IV. 1. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

Con el objetivo de estudiar las caracteristicas fenotipicas y funcionales de los linfocitos T CD8+ (LT CD8+)
que permanecen luego de iniciado el tratamiento se utilizaron muestras de veinticinco individuos
seropositivos para la infeccion por HIV. Los individuos fueron inicialmente reclutados durante la
seroconversion y/o dentro de los primeros seis meses luego de la fecha probable de infeccién, siguiendo
los criterios definidos en Materiales y Métodos (Capitulo III), y fueron seguidos durante, al menos, un
ano luego de iniciado el tratamiento. Basindonos en el hecho de que los LT CD8+ son claves en el
establecimiento del set-point viral, es decir en la estabilizacién del nivel de CV luego dela infeccién aguda
[133], v que el mismo es alcanzado alrededor de los cuatro meses luego de la infeccién [20, 134], se tomé
ese criterio como punto de corte para definir los dos grupos de estudio: el grupo de inicio de
tratamienio tardio (TTa, n=12 individuos), formado por aquellos individuos que iniciaron el
tratamiento antirretroviral después de cuatro meses de la fecha estimada de infeccién y el grupo de inicio
de tratamiento temprano (TTe, n=13 individuos), formado por sujetos que iniciaron el tratamiento
dentro de los cuatro meses de la fecha estimada de infecciéon. De esta manera, las respuestas evaluadas
representan escenarios pre y post establecimiento del set-point viral. El grupo TTa presenté una mediana
de tiempo hasta el inicio del tratamiento igual a 20 meses (Rango Intercuartilo [1Q25-75]: 9,50-24,25
meses) mientras que el grupo TTe presenté una mediana de tiempo hasta el inicio del tratamiento igual a
3 meses (1Q25-75: 2-3,50 meses; Figura 14). Para este trabajo, se utilizaron muestras obtenidas al
momento del diagnéstico de la infeccién aguda (muestra basal para el grupo TTa y TTe), antes del inicio
del tratamiento (muestra pre-tratamiento o pre-cART, sélo para el grupo TTa) y luego de un aio de
iniciado el tratamiento (muestra post-tratamiento o post-cART, para el grupo TTa y TTe). Para el grupo
TTe so6lo se conté con la muestra basal, ya que este grupo de individuos fue reclutado luego de la
implementacién de los nuevos lineamientos de la OMS que recomiendan iniciar el cART lo mas
tempranamente posible luego del diagnéstico de la infeccidn, lineamientos que Argentina incorpor¢ a las
guias nacionales en 2015. La muestra post-cART fue la principal muestra objeto de estudio en este trabajo
y sobre la cual se realizé el protocolo de expansiéon de LT CD8+. La mediana de tiempo desde el momento
de inicio del tratamiento hasta la toma de la muestra post-cART fue de 13 meses [1Q25-75: 5,75-18 meses]
para el grupo TTa y de 14 meses [1Q25-75: 12-16,50 meses] para el grupo TTe. La deseripcién detallada de

los participantes del estudio se muestra en la Tabla 3.
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Carga Viral

(copias ARN/ml Recuento de LT CD4* Relacién CD4/CD8 4
plasma) d (células/pl) ¢
Tier_n,po Tiempo Post-
Sugjetor Sexo e 98 Basal PrecART  Basal i"& i"SR;b Basal ﬁ?f cART
(ineses) (ineses)

TTaot F 50 22 935 48.526 590 383 524 0,85 0,72 1,35
TTao2 M 22 18 53.303 132.317 393 324 297 0,72 0,46 0,52
TTao3 M 8 18 110.105 125716 436 391 711 0,58 0,48 0,65
Traog M 11 5 1.093 27.244 1.012 465 535 0,87 0,45 0,7

TTaog F 25 5 17.420 4.612 685 408 739 0,39 0,48 1,00
TTact M ig 15 37159 G66.929 505 246 501 0,36 0,24 0,62
TTaay E 50 5 363.614 15.297 496 330 468 0,29 0,42 0,77
TTao8 M [ 12 372.928 >500.000 337 279 528 0,20 0,26 0,72
TTaog M 21 14 15.553 28.288 493 184 579 0,35 0,30 0,88
TTaio M 13 20 1315 1.702 504 357 563 0,47 0,44 0,72
TTan M 22 12 661 10.033 ND 819 819 ND 0,88 1,36
TTaiz M g & 128.764 111.893 492 629 &80 1,61 q,85 1,53
TTeo1 M = 14 >500.000 = G2y = 594 ©,66 E o,8g
TTeo= M 4 18 283441 - 187 - 5e28 0,20 - o,88
TTeogz M 1 11 36.238 - 768 - 1699 1,18 - 1,83
TTeoq M 3 14 17.292 - 612 - 1342 0,33 - 1,32
TTeos M 3 15 20.106 - 787 - 829 1,06 - 1,69
TTeob M 2 18 >500.000 - 421 - 854 0,31 - 1,89
TTeoy M T 13 >500.000 - 435 - g42 0,13 - 1,52
TTeoB M 3 1z 172.468 = 435 = 657 0,59 E 1,16
TTeog M 3 17 26.547 = 400 = 728 o0 = 1,79
TTeio M 3 11 2315360 - 330 - 1080 0,18 - 1,24
TTe11 M 2 12 =>500.000 - 654 - 1026 0,42 - 1,47
TTe1z M 4 16 >500.000 - 339 - 691 0,08 - 0,66
TTe13 M 4 12 >500.000 - 213 - 386 0,19 - 0,81

a TTa: grupo de inicio tardio del tratamiente, TTe: grupo de inicio temprano del tratamiento.

b Tiempo desde la fecha estimada de infeceién hasta el momento de inicio del tratantento (meses).

¢ Tiempo transcurrido entre el momento de inicio del tratamiento v la toma de la muestra que se utilizd en este estudio (meses).

d Ensayo Versant HIV-1 RNA 3.0, Siemens. Los limites de deteccion inferior v superior fueron de 50 v 500.000 copias de ARIN/ml de plasma,
respectivamente.

¢ Citometria de flujo, BD Trucount, BD Biosciences.

f Determinaciones evaluadas en la muestra inmediata anterior al momento de inicio del tratamiento.

¢ Deterninaciones evaluadas en la muestra tomada luego de un ano de iniciado el tratamiento.
F: Femenino, M: Masculino, ND: INo Disponible.

La CV plasmaética evaluada en la muestra basal del grupo TTa (mediana 27.295 copias de RNA/ml de
Plasma [1Q25-75: 1.149-124.099]) fue significativamente diferente a la evaluada en la muestra basal del
grupo TTe (mediana 283.441 copias de RNA/ml de plasma [1Q25-75: 31.443-500.000]; p=0,0068; Tabla

4 v Figura 21A). Ademas, la CV plasmatica evaluada en la muestra basal del grupo TTe fue
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significativamente mayor a la evaluada en la muestra pre-cART del grupo TTa (mediana 38.407 copias de
RNA/ml de plasma [1Q25-75: 11.340-122.260]; p=0,020). No se observaron diferencias entre la muestra
basal y la muestra pre-cART del grupo TTa. Esto refleja el hecho de que los individuos del grupo TTa ya
alcanzaron el set-point viral al momento del inicio del cART. En todas las muestras obtenidas luego de un
ano de iniciado el cART (post-cART), para ambos grupos de estudio, la CV plasmatica fue indetectable

(menor al limite inferior de deteccion= 50 copias de ARN/ml de plasma) (Tabla 4 y Figura 21A).

Tabla 4: n datos clinicos de los grupos bajo estudio
. Recuento CDg+ ..
Grupos y CV (copias ARN/ml) Relaciéon CD4/CD8
] (n°células/ul) .
Muestras Mediana (IQ25-75)° Mediana (IQ25-75)
Mediana (IQ25-75)°
TTa Basal 27.295 (1.149-124.099) 496 (436-590) 0,40 (0,35-0,85)
TTa pre-cART 38.407 (11.349-122.260) 370 (290-450) 0.45 (0,33-0,66)
TTa post-cART <50 549 (506-732) 0,76 (0,67-1,26)
TTe basal 283.441 (31.443-500.000) 435 (234-640) 0,33 (0,18-0,68)
TTe post-eART <50 829 (625-1.053) 1,32 (0,80-1,74)

4 Q25-75: Intercuartilo 25-75%.

Luego se evalud el recuento de LT CD4+ y la relacién CD4/CDS8 en las diferentes muestras obtenidas. No
se observaron diferencias entre ninguna de las muestras obtenidas antes del cART de ambos grupos (TTa
Basal: mediana del recuento de LT CD4+= 496 células/pl [1Q25-75: 436-590] v mediana de la relacién
CD4/CD8 0,47 [1Q25-75: 0,35-0,85]; TTa pre-cART: mediana del recuento de LT CD4+= 370 células/ul
[[Q25-75: 290-450] y mediana de la relacién CD4/CD8 0,45 [1Q25-75: 0,33-0,66]; TTe Basal: mediana
del recuento de LT CD4+= 435 células/pl [1Q25-75: 334-640], y mediana de la relacion CD4/CD8 0,33
[[Q25-75: 0,18-0,68]) (Figura 21By C, Tabla 4). Los dos grupos experimentaron una mejora significativa
en ambos pardmetros al afio de haber iniciado el cART (post-cART). Dentro del grupo TTa, se observo
una diferencia significativa, tanto en el recuento de LT CD4+ como en la relacion CD4/CDS8, entre la
muestra pre-cART y post-cART (TTa post-cART: mediana del recuento de LT CDg4*= 549 células/pl
[IQR25-75: 506-732] v mediana de la relacion CD4/CD8=0,76 [1Q25-75: 0,67-1,26]; p=0,006 ¥
P=0,0108, respectivamente), pero sélo una pequenia tendencia sin significancia estadistica, entre la
muestra basal y la muestra post-cART en la relacion CD4/CD8 (p=0,0512). De la misma manera, el
recuento de LT CD4+ y la relacién CD4/CD8 en la muestra basal del grupo TTe resulté significativamente
menor que en la muestra post-cART (imnediana del recuento de LT CD4+= 829 células/l [1Qz5-75: 625-

1.053], v mediana de la relacion CD4/CD8 1,32 [IQR25-75: 0,80-1,74]; p=0,0005 y p=0,0002,
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respectivamente). Ademas, tanto el recuento de LT CD4* como la relacién CD4/CD8 evaluada en la
muestra bajo tratamiento (post-cART) fueron significativamente mayores en los individuos TTe
comparado a los TTa (p=0,025 y p=0,014, respectivamente), evidenciando un deterioro en la

recuperacién de LT CD4* en los individuos TTa luego de un mayor periodo de tiempo transcurrido antes

de iniciado el tratamiento.
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Figura 21: Pardametros clinicos evaluados en las muestras obtenidas de individuos pertenecientes al grupo TTa
(muestra basal, pre-cART y post-cART) y al grupo TTe (muestra basal y post-cART). (A) CV plasmatica. (B) Recuento
absoluto de LT CD4*. (C) Relacién CD4/CD8. La determinacién del recuento de LT CD4+ y LT CD8* se llevé a eabo por
citometria de flujo. Las lineas horizontales muestran los valores de mediana. Los puntos negros representan al grupo
TTa v los grises al grupo TTe. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01 v ***, p<0,001, los
cuales se calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney para los anflisis intergrupo, Wilcoxon para los andlisis

intragrupo en el caso del grupo TTe v Kruskal-Wallis, seguido del post test de Dunn para los anilisis intragrupo en el
caso del grupo TTa.
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Asimismo, en las muestras obtenidas antes del inicio del tratamiento (muestra basal en ambos gruposy
muestra pre-cART en el grupo TTa), se evalud la activacién inmune celular, parametro predictor de
progresion a enfermedad [135]. Para ello se determind, mediante citometria de flujo, el porcentaje de LT
CD4* y CD8* que expresaron los marcadores de activacién CD38 y HLA-DR, ya sea de manera individual
o simultanea (Figura 22A). En el compartimento T CD4* se observaron niveles elevados de expresiéon de
la molécula CD38 (TTa basal mediana: 31,60% [IQ25-75= 0,45%-68,67%]; TTa pre-cART mediana:
53,80% [[Q25-75= 50,20%-69,30%]; TTe basal mediana: 41,65% [IQ25-75= 13,47%-56,65%]), ¥ no se
observaron diferencias entre las muestras y/o los grupos evaluados. El porcentaje de LT CD4* que
expresaron en superficie tanto la molécula HLA-DR por si sola como junto a CD38, fueron de menor
magnitud comparado al porcentaje de LT CD4+CD38* (expresion de HLA-DR=TTa basal mediana: 2,46%
[[Q25-75= 1,80%-9,21%], TTa pre-cART mediana: 25,30% [IQ25-75= 11,87%-33,55%], TTe basal
mediana: 8,13% [IQ25-75= 4,58%-16,85%]; expresiéon simultanea de CD38/HLA-DR= TTa basal
mediana: 1,66% [1Q25-75= 0,08%-3,31%], TTa pre-cART mediana: 11,00% [1Q25-75= 6,61%-17,85%],
TTe basal mediana: 6,39% [1Q25-75= 2,16%-12,40%]). Dentro del grupo TT4a, los porcentajes de LT CD4+
HLA-DR* y CD38/HLA-DR* fueron significativamente mayores en la muestra pre-cART vs la muestra
basal (p=0,0219 y p=0,0245, respectivamente). En el compartimento T CD8+, también se encontraron
elevados niveles de expresién de la molécula CD38 (TTa basal mediana: 45,20% [1Q25-75= 18,33%-
04,10%]; TTa pre-cART mediana: 70,50% [1Q25-75= 52,05%-74,10%]; TTe basal mediana: 71% [1Q25-
75= 58,83%-82,23%]), v no se observaron diferencias significativas entre las muestras y/o los grupos
evaluados (Figura 22B). Tampoco se observaron diferencias en la expresién de HLA-DR (TTa basal
mediana: 18,71% [1Q25-75= 13,33%-30,78%]; TTa pre-cART mediana: 57% [I1Q25-75= 30,10%-65,20%];
TTe basal mediana: 40,15% [1Q25-75= 31,50%-67,85%]) en este compartimento. Al evaluar la expresién
simultdnea de ambos marcadores de activacién, se observé una mayor proporcién de LT CD8+
CD38/HLA-DR* en la muestra basal del grupo TTa (mediana: 12,40% [IQz25-75= 9,70%-20,25%])
comparada con la muestra basal del grupo TTe (mediana: 36,20% [1Q25-75= 24,51%-61,60%]; p=0,0143)
y, aunque no significativa, una leve tendencia en la muestra basal a poseer menores niveles de expresién

comparado con la muestra pre-cART del grupo TTa (mediana: 41% [1Q25-75= 25,10%-49%]; p=0,0653).
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Figura zz: Expresién de marcadores de activacién inmune celular evaluado en las muestras obtenidas antes de iniciar
el cART. (A) Activacion inmune en la poblacién de LT CD4+. (B) Activacién inmune en la poblaciéon de LT CD8*. Para
el grupo TTa (puntos negros) los valores corresponden a las muestras basal ¥ pre-cART. En el caso del grupo TTe
(puntos grises) los valores corresponden a la muestra basal. Las lineas horizontales muestran los valores de mediana.
Las cajas representan el recorrido intercuartilico ylos bigotes se extienden del minimo al maximo. p: ¥, p<0,05, prueba

de Kruskal-Wallis, , seguido del post test de Dunn.

En resumen, el inicio de manera temprana del tratamiento impacta fuertemente en la recuperacion de los
LT CD4+, permitiendo alcanzar, al ano post-cART, mayores recuentos que en aquellos individuos que lo
iniciaron de manera mas tardia. Los individuos del grupo TTe presentaron mayores valores de CV
plasmatica y activacién inmune basales que los individuos TTa. Esto estaria reflejando el hecho de que las
muestras basales del grupo TTe se tomaron a tiempos mas tempranos respecto de la fecha probable de
infeccién y, por lo tanto, no habrian aleanzado el set-point viral [135, 136]. Ademas, la muestra pre-cART
del grupo TTa mostré mayores niveles de activacién inmune, particularmente en el compartimento T
CD4*. Esto seria reflejo de una persistencia mas prolongada de antigenos circulantes, lo cual

retroalimenta los procesos de infeccién e inmunopatogenia [137].

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

ELISPOT EN LA MUESTRA POST-TRATAMIENTO (PRE- Y POST-EXPANSION)

El primer objetivo especifico planteado en este trabajo fue determinar la magnitud y calidad de la

respuesta T CD8+ HIV-especifica en individuos TTa y TTe. Teniendo en cuenta que la frecuencia de LT
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CD8* HIV-especificos decae significativamente luego del inicio del tratamiento, y que la tasa media de
decaimiento es de aproximadamente 40 semanas [77], se evalué en primer lugar si los LT CD8+ HIV-
especificos en las muestras obtenidas luego de un afo bajo cART podian ser expandidos en un modelo de
expansion in vitro. Para ello, se estimularon PBMCs con péptidos de HIV correspondientes a las proteinas
de Nef, p17 y p24, o con el pool de péptidos control CEF, en presencia de IL-2hr durante 14 dias. La
proporcién de células especificas fue evaluada por ELISPOT y se realizé antes (ex vivo) y después de la
expansion, con el objetivo de evidenciar la magnitud de la misma (ELISPOT pre- y post-expansién). Para
simplificar ciertos analisis, las respuestas anti-p24 y anti-p17 se sumaron y se muestran como respuesta
anti-Gag. Fl anilisis de la respuesta hacia péptidos de CEF se incluyé en este estudio debido a que
representa la respuesta dirigida contra patdégenos que, al contrario de HIV, causan infecciones agudas
autolimitadas (Influenza) o infecciones crénicas controladas (CMV y Epstein-Barr). En la Figura 23 se
muestran, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos en un individue representativo, cuyas células
fueron estimuladas con el pool de péptidos de CEF durante el ensayo de ELISPOT: control negativo
(DMSO) (Figura 224), respuesta positiva obtenida antes de la expansién sembrando 100.000 células por
pocillo (ex vivo, pre-expansion) (Figura 22B), y las respuestas positivas obtenidas luego de la expansion

(post-expansién) al sembrar 25.000 células (Figura 22C) o 50.000 células por pocillo (Figura 22D).

A, B, C. D.
Figura 23: Evaluacién de células productoras de IFN-y mediante ELISPOT, pre- y post-expansion. Pocillos
representativos obtenidos: (A) control negativo, (B) positivo obtenido pre-expansién (ex vivo), sembrando 100.000

células por pocillo, (C) positive obtenido post-expansion luego de sembrar 25.000 células por podillo ¥ (D) positive
obtenido post-expansién luego de sembrar 50.000 eélulas por pocillo.

IV. 2. 1. Magnitud de la respuesta HIV-especifica evaluada luego de la expansién en los

individuos reclutados

En el grupo TTa, la mediana de la magnitud de las respuestas HIV-especificas y CEF-especificas

(expresadas como unidades formadoras de spots por millén de células o, en inglés, spots forming units
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SFU/10¢ PBMCs) pre-expansién fue de 30 SFU/10¢ PBMCs (1Q25-75: 25-65) en el caso de la respuesta
anti-Nef; 107,5 (IQ25-75: 58,75-257,5) en el caso de la respuesta anti-Gag y 147,5 (1Q25-75: 51,25-366,3)
para la respuesta anti-CEF (Figura 244). No se encontraron diferencias significativas con las respuestas
halladas pre-expansiéon en el grupo TTe, cuyos valores fueron: 25 (IQ25-75: 25-55) para Nef; 40 (IQ25-75:
25-346,3) para Gag; y 117,5 SFU/106 PBMCs (IQ25-75: 25-495) para CEF. Luego de la expansién in vitro,
la magnitud de las respuestas dirigidas hacia todos los antigenos evaluados aumento significativamente
(=103 veces) en ambos grupos estudiados y las mismas fueron predominantemente mediadas por LT
CD8+, segtin se corrobor6 luego por citometria de flujo (ver la siguiente seccion, Capitulo IV.3). Esto es
consistente con una mayor representacién de péptidos presentados en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (CMH-I) dentro de los pooles de péptidos evaluados. En el grupo TTa, los
valores obtenidos fueron 9.390 SFU /106 PBMCs (IQ25-75: 2.800-255.455) en el caso de la respuesta anti-
Nef (p=0,0039, comparado a la condicién pre-expansion), 7.700 (1Qz25-75: 3.415-507.893) para Gag
(p=0.002) y 253.155 (IQ25-75: 617,5-500.000) para CEF (p=0.0176). En el grupo TTe, los valores fueron
2.110 SFU/10% PBMCs (IQ25-75: 441,3-5.900) en el caso de la respuesta anti-Nef (p=0.0005, comparado
a la condicién pre-expansion), 3.105 (IQ25-75: 1.365-4.578) para Gag (p=0.0005) y 8.740 (IQ25-75: 940-
500.000) para CEF (p=0.0005; Figura 24A). No se observaron diferencias, para ningun antigeno

evaluado, entre los grupos estudiados.

Luego, se evalué la contribucién relativa de cada antigeno a la respuesta HIV total antes y después de la
expansion, de manera de proporcionar una imagen de la amplitud de la respuesta pre- y post-expansion
para ambos grupos. Para esto, se analizé la proporciéon de células especificas para cada antigeno en
relacién al total de la respuesta HIV-especifica (suma de la respuesta T frente a Nef, p17 y p24; Figura
24B). Al evaluar la contribucién de eada antigeno a la respuesta HIV total antes de la expansién (pre-
expansion, ex vivo) no se encontraron diferencias entre los grupos y se observé un patrén de contribucion
similar de cada antigeno al total de la respuesta (TTa pre-expansion: 34,80% respuesta anti-Nef, 31,50%
anti-p17 y 33,70% anti-p24; TTe pre-expansion: 31,50% respuesta anti-Nef, 23,00% anti-p17 y 44,60%
anti-p24). El patrén de inmunodominancia no se modificé luego de la expansién para el grupo TTa,
mostrando una contribucién similar de las respuestas anti-Nef, p17 vy p24 a la respuesta HIV total
(37,40% respuesta anti-Nef, 27,40% anti-p17y 35,20% anti-p24). En cambio, en el grupo TTe se observo
post-expansién una menor contribucion de la respuesta anti-p17 (6,30%) a la respuesta total, tanto al

comparatla con la condicién pre-expansion (andlisis intragrupo; p=0,001) como con la condicién post-
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expansion del grupo TTa (analisis intergrupo, p=0,000), lo que result6 globalmente en una respuesta mas

acotada y dirigida principalmente hacia Nef y p24 (45,00% respuesta anti-Nef y 47,80% anti-p24).
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Figura 24: Analisis de la respuesta HIV especifica por ELISPOT, pre- y post-expansién. (A) Magnitud de la respuesta
total anti-Nef, anti-Gag v anti-CEF expresado como unidades formadoras de spots por millén de células (SFU/10%
PBMCs), antes (Pre-E) v después (Post-E) de la expansidn in vitro. Los puntos negros representan al grupo TTa y los
grises al grupo TTe. (B) Contribucién relativa de cada antigeno al total de la respuesta HIV-especifica expresado como
el porcentaje de cada respuesta sobre la suma de las respuestas HIV-especificas. Las tortas superiores e inferiores
reflejan los datos obtenidos pre y post-expansidn, respectivamente, para cada grupo. Todos los datos corresponden a la
muestra post-cART. Los asteriscos denotan distintos valores de p: *, p<0,05; **, p<0,01y ***, p<0,005, los cuales se
calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney para los analisis intergrupo, Wilcoxon para los analisis intragrupo.
Pre-E=pre-expansién; Post-E=post-expansién.
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Luego, se evalu6 el tamafio de los spots obtenidos en el ensayo de ELISPOT, como una primera
aproximacion a la calidad de la respuesta HIV- y CEF-especificas, pre- y post-expansién. El tamano
promedio de los spots se correlaciona directamente con la cantidad de IFN-y producido por cada célula T
especifica de manera individual (lo que, a su vez, se correlaciona de manera indirecta con la avidez
funcional de las células [138]). Se observé un aumento significativo post-expansién del tamafio promedio
de los spots obtemdos en funcién de los distintos estimulos utilizados, para todos los antigenos evaluados
y en ambos grupos (para el grupo TTa: respuesta anti-Nef p=0,0039, respuesta anti-Gag p=0,0020 y
respuesta anti-CEF p=0,0020; para el grupo TTe: respuesta anti-Nef p=0,0005, respuesta anti-Gag
p=0,0029 y respuesta anti-CEF p=0,0010; Figura 25). No se observaron diferencias significativas entre

los grupos TTa y TTe.
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Figura 25: Analisis de la calidad de la respuesta especifica por ELISPOT mediante la evaluacion del tamafio promedio
de los spots obtenidos para la respuesta anti-Nef, anti-pz4 y anti-CEF, pre- y post-expansion. Los puntos negros
representan al grupo TTa v los grises al grupo TTe. Los asteriscos denotan distintos valores de p: * p<0,05, ** p<o0,01 v

*#* p<0,003 ; los cuales se calcularon utilizando la prueba de Wilcoxon. Pre-E=pre-expansion, Post-E=post-expansion.

En conjunto, estos resultados indican que las respuestas celulares tanto HIV-especificas como CEF-
especificas pudieron ser expandidas in vitro y de ignal manera para ambos grupos de individuos. Por otro
lado, ademas de aumentar en ntmero, las células mostraron una mayor capacidad de secretar I[FN-y

luego de la expansion. Cabe destacar que, este parametro fue reportado previamente como relacionado
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con una mayor avidez celular y un perfil mas polifuncional [75, 138, 139]. Los sujetos del grupo TTa
mostraron una respuesta anti-HIV més amplia en términos de especificidad luego de la expansién,
comparado a los individuos del grupo TTe, cuya respuesta anti-p17 mostré una menor capacidad de

expansion.

IV. 3. ANALISIS DE LA POLIFUNCIONALIDAD DE LOS LT CD8+ HIV-ESPECIFICOS POST-

EXPANSION

La polifuncionalidad de las células T se considera un parametro importante que refleja la calidad de dicha
respuesta [140]. Con el objetivo de profundizar la caracterizacién de los LT CD8* HIV-especificos
obtenidos luego de la expansién in vitro, se decidi6é analizar la funcionalidad de estas células en términos
de su habilidad de degranular (evidenciada por la expresién transitoria en membrana de las moléculas
CD107A y CD107B) v de secretar citoquinas (IFN-y, IL-2 y TNF-a) y/o la quemoquina MIP-1p, evaluada
por citometria de flujo, al cabe de dos semanas post-expansién y luego de una corta re-estimulacién. La
estrategia utilizada para identificar las poblaciones linfocitarias y células especificas se encuentra
detallada en la Figura 15 (Ver Capitulo II1.6.1). La metodologia empleada permite evaluar células
productoras de cada una de las funciones de manera individual (células monofuncionales) asi como
también células que expresan diferentes combinaciones: dos (bifuncionales), tres (trifuncionales), cuatro

(tetrafuncionales) y cinco (pentafuncionales) funciones, simultaneamente.

Debido al limitado potencial de expansién que exhibieron las células frente al pool de péptidos
correspondiente a la proteina p17, principalmente en el grupo TTe, las células p17-especificas fueron
excluidas de los analisis subsiguientes. De este punto en adelante, se analizé tnicamente los LT CD8+
expandidos con pooles de péptidos correspondientes a las proteinas Nef y p24, antigenos que resultaron

los més potentes en nuestro sistema.

En primer lugar, se observé que, como ya fue mencionado, la poblacién de LT CD8+ expandié de manera
preferencial frente a la de LT CD4*, poblacién que resulté muy poco representada en nuestro modelo
post-expansién. Al analizar los LT CD8+ que expresan una tinica funcién o las diferentes combinaciones
de ellas, se observo que la proporcion de células respondedoras a los diferentes estimulos fue mucho
mayor a lo esperado, segin nuestra experiencia, comparado con el mismo andlisis realizado directamente
ex vivo (sin expansion) (75, 112, 141]. Esto es consistente con los resultados obtenidos por ELISPOT. En

primer lugar se analizé el perfil polifuncional de la respuesta HIV-especifica (sumando las respuestas
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anti-Nef y anti-24), esto es, la capacidad de las células de producir citoquinas y/o degranular de manera

individual (células monofuncionales) o en distintas combinaciones (células bi-, tri-,

tetra- vy

pentafuncionales), donde no se observaron diferencias entre ambos grupos (Figura 26A). En la Figura

26B se muestra el grafico de barras del analisis desglosado en las 31 posibles combinaciones de funciones,

donde, como es de esperar por el resultado obtenido en el analisis de permutacién, no se observan

diferencias significativas.

% LT CD8*

CDio7A/BE . ' ' ‘ + s % ‘ ‘
IFN-y - +

i

Grupo TTa Grupo TTe
A,
B.
@ GrupoTTa
@ Grupo TTe
1 N S B B A

Wiz, < = % o0 w = % 5 = @ £ L w ow oo oa 2 % oww ow - 3 wk b ooe & o 5 e
MIP-1fs j i : i ] ; i i o ) :
TNF-t = § ] ; R (L R R B o i 4 N &5

I e ] e .
Porrion Toma 1fx 2 fx 3 x 4 x 5 fx

Figura 26: Perfil de polifuncionalidad de los LT CD8" HIV-especificos post-expansion in vitro con pooles de péptidos
especificos (anti-Nef y anti-p24). (A) Graficos de tortas, representan la distribucién de las células monofuncionales (1
fx, azul), bifuncionales (2 fx, verde), trifuncionales (3 fx, amarillo), tetrafuncionales (4 fx, naranja) y pentafuncionales
(5 i, rojo) dentro de la poblacién HIV-especifica, para los grupos TTa y TTe. (B) Grafico de barras, representa la
proporcién de LT CD8+ productores de cada funcién particular o combinacién de funciones (resultando 31
combinaciones posibles de respuestas positivas al realizar el analisis aplicando una estrategia booleana). El signo “+”
indica la funcién evaluada. Los colores que se muestran en labase del grafico de barras reflejan aquellos representados
en las tortas. Las barras se extienden de minimo a maximo. Los puntos negros representan a los sujetos del grupo TTa y
los grises a los del grupo TTe. Los anailisis se realizaron con el programa SPICE (ver MyM). Cuando se analizé la
distribucion global (tortas) se aplico el test de permutacion y para el analisis de los graficos de barra se uso la prueba ¢
de Student. Para el grupo TTa se analizaron: N=11 respuestas HIV-especificas y para el grupo TTe N=12 respuestas
HIV-especificas.

Luego, se realizo el mismo analisis pero subdividiendo la respuesta en los antigenos de HIV evaluados

(Nef y p24) v se incluyé el anilisis de la respuesta frente a péptidos de CEF (Figura 27). En este caso, la
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proporcién total de células mono-, bi-, tri-, tetra- y pentafuncionales se analizaron como un todo,
independientemente de cada funcién en particular (anélisis en bloque). Se hizo de esta manera debido al
bajo ntimero de respuestas positivas obtenido cuando se fragmenté el analisis en las 31 opciones posibles.
Dentro del grupo TTa, se observo una diferencia significativa en la distribucién de los bloques de células
entre las células Nef y p24-especificas (p=0,045; Figura 274), dado por un enriquecimiento de células
monocfuncionales dentro de los LT CD8+ p24-especificos (p=0,042, Figura 27B) comparado con las
células Nef-especificas. Se vio una tendencia similar frente a las células CEF-especificas, aunque en este
caso no fue significativa (p=0,16; Figura 27A). Cuando se analiz6 el perfil de polifuncionalidad dentro del
grupo TTe, no se observaron diferencias entre las células Nef-, p24-, o aiin, CEF-especificas. Sélo se
observd una menor proporcidn, no significativa, de células pentafuncionales Nef-especificas y también

p24-especificas respecto alas células CEF-especificas.
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Figura 27: Perfil de polifuncionalidad de los LT CD8* con diferente especificidad antigénica (Nef, p24 o CEF), dentro
del grupo TTa (panel izquierdo) y TTe (panel derecho). (A) Grificos de torta, representan la distribueién de las eélulas
monofuncionales (1 fx, azul), bifuncionales (2 fx, verde), trifuncionales (3 fx, amarillo), tetrafuncionales (4 fx, naranja)
v pentafuncionales (5 fx, rojo) para el grupo TTa y TTe. (B) Grificos de barras. Para realizar este analisis se considerd
la proporcién de células capaces de mediar una, dos, tres, cuatro o cinco funciones simultineamente,
independientemente de cada funcién particular o combinacion de funciones (analisis en bloque). Los analisis se
realizaron con €l programa SPICE (ver MyM). Cuando se analizd la distribucién global (tortas) se aplicé €l test de
permutacién v para el analisis de los graficos de barra se uso la prueba t de Student. El asterisco denota p: * p<0,05.
Pama el grupo TTa se analizaron: N=11 respuestas especificas anti-Nef y anti-p24, N=8 respuestas especificas anti-CEF.
Para el grupo TTe se analizaron: N=12 respuestas especificas anti-Nef y anti-p24, N=9 respuestas especificas anti-CEF.

En conjunto, los LT CD8+ HIV-especificos expandidos in vitro mostraron una respuesta polifuncional con

un perfil diverso de funciones que incluy6 una gran proporcién de células tetra- y pentafuncionales, y que
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fue incluso comparable al obtenido para las células CEF-especificas. A pesar de la diferencia en el
momento de inicio del tratamiento, no se observaron diferencias en el perfil polifuncional de las células

expandidas entre ambos grupos de estudio.

IV. 4. ANALISIS DEL FENOTIPO DE MEMORIA EN LOS LT CD8* POST-EXPANSION

Luego, se estudi6 si diferencias en el momento de inicio del tratamiento (y por lo tanto, en el tiempo de
estimulacién antigénica) entre los dos grupos estudiados en este trabajo impactarian en la distribucion
del fenotipo de memoria de los LT CD8+, luego de la expansién. Para ello, se realizé6 un anélisis
inmunocfenotipico de las células T CD8* por citometria de flujo valiéndonos de tres marcadores (CD45RO,
CCR7 y CDo5), lo que nos permiti6é definir cinco sub-poblaciones (Figura 15 y Capitulo I11.6.1): células
Naive (Ty CCR7+CD45R0-CD95), células stem cell de memoria (Tsgr CCR7+CD45R0-CDg5+), células de
memoria central (Tyc CCR7+CD45R0+CDg5+), células de memoria efectora (Tye, CCR7-CD45R0+CDos5+)
y células efectoras terminales (Ter CCR7-CD45R0O-CDg5+). La distribucién de estas subpoblaciones se
analizé tanto en el total de la poblacion de LT CD8+ como en las células HIV-especificas. Estas tiltimas se
identificaron por su capacidad de degranular (expresién de CD107A/B) v/o de secretar citoquinas (IFN-y,
IL-2 y TNF-a) y/o la quemoquina MIP-1f, luego de la re-estimulacion con el correspondiente pool de
péptidos. Todas las moléculas utilizadas para seleccionar las células T CD8+ HIV-especificas (CD107A/B,
IFN-y, IL-2, MIP-1f y TNF-a) fueron identificadas utilizando anticuerpos conjugados al mismo
fluorocromo (FITC) con el objetivo de poder detectar las células respondedoras luego de la estimulacion,
independientemente de su funcién particular. Ademaés, el perfil de diferenciacién de memoria se estudié

en aquellas células CD8+ que expresaron la molécula PD-1.

IV. 4. 1. Distribucién de las subpoblaciones de memoria en la poblacién de LT CD8+ totales

post-expansion

Como se esperaba, la distribuciéon de las distintas subpoblaciones de memoria en el compartimento T
CDB8+ total estuvo considerablemente diferenciada hacia un fenotipo efector post-expansion (Figura 28).
Dentro de este compartimento, se encontré la siguiente jerarquia en ambos grupos de estudio:
Ter>Tye>Tsca>Tue>Tw. Si bien esta jerarquia fue idéntica en ambos grupos, se encontraron diferencias
en las proporciones de las diferentes subpoblaciones, resultando en distribuciones significativamente
diferentes (p=0,0051; Figura 28A): los individuos TTe mostraron mayores proporciones de LTscy CD8+

(mediana 11,03% versus 4,21%; p=0,003) v LTyc CD8+ (mediana 1,00% versus 1,00%; p=0,016), v
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menores proporciones de LTer CD8* (inediana 44,35% versus 73,70%; p=0,003). El porcentaje de células
Tw CD8+ fue minimo en ambos grupos (0,22% v 0,64% en los grupos de TTa y TTe, respectivamente,

Figura 28B).
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Figura 28: Distribucién de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8* totales post-expansion a partir de muestras
de individuos TTa y TTe. (A) Graficos de torta para cada grupo estudiado. (B) Grafico de barras mostrando el
porcentaje de las distintas subpoblaciones dentro del compartimento CD8* total. Los colores en la base se
corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se extienden desde el valor minimo al maximo v las lineas
horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los puntos negros representan a los individuos del
grupo TTa v los grises alos TTe. El andlisis se realizé con el programa SPICE. Cuando se analizé la distribucién global
(tortas) se aplico el test de permutacién y para el analisis de los graficos de barra se usé la prueba ¢ de Student. Los
asteriscos denotan distintos valores de p: *,p<0,05; **,p<0,01; *** p<0,005. SCM: stem cell de memoria; MC: memoria
central; ME: memoria efectora, ET: efectoras terminales. Grupo TTa: N= 11 invididuos, 22 respuestas totales
analizadas; Grupo TTe: N=13 invididuos, 26 respuestas totales analizadas.

IV. 4. 2. Distribuciéon de las subpoblaciones de memoria en la poblacién de LT CD8+ HIV-

ra . 7
especificos post-expansion

Luego, se analizé la distribucién de las subpoblaciones de memoria en las células HIV-especificas. En el
grupo TTa, las células Nef- y p24-especificas mostraron, casi exclusivamente, un fenotipo LTue v Ter.
Contrariamente, los individuos del grupo TTe mostraron mayores proporciones de las subpoblaciones
Tsem y Tue dentro del compartimento HIV-especifico (Figura 204 y B). Este mismo patrén se mantuvo
para las respuestas CEF-especificas, en ambos grupos. Si bien se cobservaron estas tendencias, las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas, probablemente debido al reducido

namero de respuestas positivas al analizar los antigenos por separado.
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Figura 29: Distribucion de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8* Nef-, p24- v CEF-especiticos, identificados
en base a la produecién de citoquinas y/o capacidad de degranulacién. (A) Graficos de torta para cada grupo estudiado.
(B) Graficos de barras mostrando el porcentaje de las distintas subpoblaciones dentro del compartimento de LT CD8~
HIV-especificos. Los colores en la base se corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se extienden
desde el valor minimo al maximo y las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los
puntos negros representan a los individuos del grupo TTa y los grises a los TTe. El analisis se realiz6 con el programa
SPICE. Cuando se analizo la distribucion global (tortas) se aplico el test de permutacién y para el anélisis de los graficos
de barra se usé la prueba t de Student. El asterisco denota un valor de p: * p<0,05. SCM: stem cell de memoria; MC:
memoria central; ME: memoria efectora, ET: efectoras terminales. Grupo TTa: N= 10 respuestas especificas anti-Nef;
N= 8 respuestas esperificas anti-p24 y N= 5 respuestas especificas anti-CEF. Grupo TTe: N= 12 respuestas especificas
anti-Nefy 12 anti-p24, y N= 10 respuestas especificas anti-CEF.

1V. 4. 3. Analisis de la expresion del marcador de muerte celular programada PD-1 y
distribucién de las subpoblaciones de memoria en la poblaciéon de LT CD8*PD-

1* post-expansion

Con el objetivo de profundizar el anilisis del fenotipo de los LT CD8+ obtenidos post-expansién se
analizé, tanto en la poblacién de LT CD8+ totales como HIV-especificos, la expresion de PD-1, una
molécula comtnmente asociada al agotamiento funcional de las células T. La mediana de células que
expresaron PD-1 en la poblacién de LT CD8+ totales fue, para el grupo TTa 4,18% (1Q25-75: 0,12%-
0,53%) v para el grupo TTe 5,83% (1Q25-75: 3,01%-10,68%; Figura 30). Dentro de la poblacién de LT
CD8+ HIV-especificos, se obtuvieron los siguientes valores: para el grupo TTa la mediana fue 5,80%

(IQ25-75:1,28%-17,45%) v para el grupo TTe fue 7,67% (1Q25-75: 1,85%-23,80%). Los valores obtenidos
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fueron significativamente menores que aquellos reportados en otros estudios (incluyendo trabajos previos
de nuestro grupo) realizados en poblaciones similares, pero determinados directamente ex vivo [112, 114,
142, 143]. Esto podria ser consecuencia de la desaparicion (muerte) de las células PD-1+ o de una
modulacién negativa de esta molécula en la superficie de las células durante la expansién in vitro. No se
observaron diferencias significativas en la expresion de PD-1 entre los grupos TTa y TTe, ya sea en el
compartimento T CD8+ total (grupo TTa mediana 5,57% [1Q25-75: 1,75%-9,72%] y grupo TTe mediana
5,80% [1Q25-75: 4,00%-11,53%]) como en el compartimento HIV-especifico (grupo TTa mediana 14,20%
[1Q25-75: 4,13%-19,55%] y grupo TTe mediana 11,00 % [[Q25-75: 4,49%-26,60%]; Figura 30). En
cambio, la expresion de PD-1 en las eélulas HIV-especificas fue significativamente mayor comparado con
la expresion de PD-1 en el compartimento de LT CD8+ totales, tanto dentro del grupo TTa (p=0,0268)
como dentro del grupo TTe (p<0,0001). Esto coincide con observaciones previas en otros escenarios [112,
144, 145] donde se demostré la mayor expresién del marcador de agotamiento PD-1 en aquellas células

especificas para el virus.
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Figura 3o: Expresion de PD-1 en LT CD8" totales y HIV-especificos post-expansién en la muestra post-cART de
individuos TTa v TTe. Las cajas se extienden desde el valor minimo al maximo vy las lineas horizontales dentro de las
cajas representan la mediana. Los puntos negros representan al grupo TTa y los grises al grupo TTe. Los asteriscos
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denotan valores de p: * p<o,05y P<0,0001, obtenidos con la prueba de Wilcoxon.

Luego, se evalué la distribucion del fenotipo de memoria dentro de las células que expresaron el marcador

PD-1, en el compartimento de LT CD8+ totales (Figura 31). Este anilisis no se llevé a cabo en el
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compartimento de LT CD8* HIV-especificos debido al bajo nimero de eventos resultante al seleccionar
dicha poblacion. La distribuciéon global de las subpoblaciones resulté significativamente diferente entre
los grupos (p=0,0339; Figura 314), ya que los individuos del grupo TTa mostraron una mayor
representaciéon de LTer CD8+ dentro de los evenios PD-1* comparado con los sujetos del grupo TTe
(p=0,026) quienes, en cambio, mostraron mayores proporciones de células Tscy v Tuc (p=0,023 v

P=0,013, respectivamente; Figura 31B).
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Figura 31: Distribucién de las subpoblaciones de memona en los LT CD8+PD-1* totales analizada post-expansion, en
los individuos TTa y TTe. (A) Graficos de torta para cada grupo estudiado. (B) Grafico de barras mostrando el
porcentaje de las distintas subpoblaciones dentro del compartimento de LT CD8*PD-1*. Los colores en la base se
corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se extienden del valor minimo al méximo y las lineas
horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los puntos negros representan a los individuos del
grupo TTa y los de color gris a los TTe. El analisis se realizé con €l programa SPICE. Cuando se analizd la distribucién
global (tortas) se aplico el test de permutacion v para el analisis de los graficos de barra se usé la prueba ¢ de Student.
Los asteriscos denotan distintos valores de p: *,p<0,05; **,p<0,01. SCM: stem cell de memoria; MC: memoria central;
ME: memoria efectora, ET: efectoras terminales. TTa: N= 11 invididuos, 21 respuestas totales analizadas; TTe: N=13

invididuos, 26 respuestas totales analizadas.

Seguidamente, se realizo el andlisis complementario, es decir, se estudié la expresion de PD-1 en las
diferentes subpoblaciones de memoria en el compartimento T CD8* total. Debido al reducido nimero de
eventos en las subpoblaciones de linfocitos Ty, Tscm v Thic, este anélisis solo pudo llevarse a cabo en las
subpoblaciones Tye y Ter. Tanto en el grupo TTa como TTe, la expresién de PD-1 fue significativamente
mayor en el compartimento de células Tye (grupo TTa mediana 9,20% [1Q25-75: 2,50%-17,10%] v grapo

TTe mediana 9,54% [1Q25-75: 4,06%-18,88%]) comparado a las células Tgr (grupo TTa mediana 4,60%
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[[Q25-75: 1,76%-9,12%], p<0.0001; y grupo TTe mediana 4,93% [1Q25-75: 3,18%-8,82%], p<0,0001;

Figura 32).
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Figura 32: Proporcién de células PD-1* observadas post-expansion en las subpoblaciones de memoria Tue y Ter,
dentro del compartimento T CD8* total, en individuos del grupo TTa y TTe. Las cajas se extienden del minimo al
méximo v las lineas horizontales representan la mediana. El anilisis se realizd con la prueba de Wilcoxon y los

asteriscos denotan valores de p: **** p<o0,0001. ME: memoria efectora y ET: efectoras terminales.

Por otro lado, en ambos grupos, las células Tye (grupo TTa mediana 20,21% [1Qz25-75: 3,71%-36,10%] y
grupo TTe mediana 16,48% [1Q25-75: 3,10%-36,13%]) mostraron una proporcioén significativamente
mayor de células respondedoras a la re-estimulacién (es decir, capaces de degranular y/o producir
citoquinas) comparado a las células Ter(grupo TTa mediana 2,60% [1Q25-75: 0,74%-0,90%], p<0,0001; v
grupo TTe mediana 3,80% [I1Q25-75: 1,20%-17,87%], p<0,0001; Figura 33), sugiriendo que la molécula

PD-1 actuaria como un redstato mas que como linicamente un simple marcador de agotamiento celular.
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Figura 33: Proporeion de LT CD8+ HIV-especificos (Nef o p24-especifiens), identificados en base a la produceién de
citoquinas y/o capacidad de degranular, observados post-expansion en las subpoblaciones de memoria total Tue y Tzr,
en individuos del grupo TTa v TTe. Las cajas se extienden del minimo al maximo ylas lineas horizontales representan la
mediana. El andlisis se realizd con la prueba de Wilcoxon y los asteriscos denotan valores de p: **** p<o,0001 ME:

memoria efectora v ET: efectoras terminales.

En resumen, los resultados observados indican que los individuos TTe mostraron una preservaciéon de
células con fenotipo de diferenciaciéon temprana (Tscm y Tuc), tanto en el compartimento de LT CD8+
totales como HIV-especificos. Ademas, esto se vio¢ reflejado como una mayor proporcion de células Tsemy
Tac dentro del compartimento de LT CD8+ PD-1+. En cambio, los individuos del grupo TTa mostraron un
perfil mas diferenciado, con una mayor representaciéon de células con fenotipo efector (Tme y Ter) en todos
los compartimentos evaluados (CD8+ total, CD8+ HIV-especifico y CD8+PD-1+). En ambos grupos, la
expresiéon de PD-1 estuvo concentrada en los LTye CD8+ HIV-especificos, los cuales también fueron

capaces de degranulary secretar citoquinas en mayor proporcion.

IV. 5. ANALISIS DE LA CAPACIDAD DE MEDIAR ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS LT CD8+

HIV-ESPECIFICOS POST-EXPANSION

El objetivo ultimo de las estrategias de cura para la infeccién por HIV es lograr el control de la replicacién
viral y la eliminacién de las células infectadas. Por ello, nos propusimos evaluar la capacidad de los LT
CD8+ HIV-especificos, generados mediante este modelo de expansién in vitro, de ejercer actividad
antiviral. Para lograr una caracterizacién mas profunda y determinar la capacidad de mediar actividad
antiviral tanto por mecanismos citoliticos como no citoliticos, se decidié implementar dos ensayos

diferentes en paralelo (Figura 17y 18, Capitulo III.7). Por un lado, se implementd el ensayo de VIA (Viral
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Inhibition Assay) [127], el cual es un reflejo de la potencia antiviral total de las células expandidas, ya que
evaltia simultineamente ambos tipos de mecanismos (citoliticos y no citoliticos). Mediante este ensayo se
puso en evidencia la capacidad de los LT CD8* expandidos de suprimir in vitro la replicacién viral en LT
CD4+* aut6logos infectados con diferentes cepas virales: una cepa de laboratorio (NL4-3) o tres cepas de
aislamientos primarios T/F (Transmitted/founder) (V4, V8 y V9). Simultdneamente, se realizé el ensayo
VITAL, el cual es un reflejo de la capacidad de los LT CD8+ de mediar exclusivamente citotoxicidad
directa, es decir mecanismos citoliticos. Para ambos ensayos, se obtuvieron LT CD8+ expandidos con
pooles de péptidos correspondientes a las proteinas Nef y p24 con el protocolo de expansién ya expuesto
(es decir, LT CD8+* expandidos Nef- y p24-especificos), los cuales actuaron como células efectoras. La
principal diferencia metodologica entre los ensayos estuvo dada por las células target o blanco que se
emplearon. Para el ensayo VIA se emplearon LT CD4+ autélogos purificados, los cuales fueron infectados
(como se detall6 en el Capitulo III.7.1.2) y cultivados tanto solos como en combinacién con la poblacién
de LT CD8+ Nef y p24-especificos efectores (relacion target:efectoras 1:1). Al cabo de 7 dias se evalud la
inhibicién de la replicacién viral mediante la determinacién del antigeno p24 en sobrenadante de los co-
cultivos por ELISA. Para el ensayo VITAL se emplearon LT CD4* autélogos, purificados, cargados con
pooles de péptidos correspondientes a las proteinas Nef o p24 y tenidos de manera diferencial (CFSE+)
para poder distinguirlos de aquellos LT CD4* no cargados (PKH-26*) (como se detallé en el Capitulo
IIT.7.2). Luego, se realiz6 el cultivo en las diferentes condiciones (tanto LT CD4+ cargados y no cargados
de péptidos solos como en combinacién con células efectoras Nef- o p24-especificas). El resultado se
revelé al dia siguiente mediante citometria de flujo. De esta manera, se logroé proporcionar un panorama

més completo de la actividad antiviral mediada por las células expandidas in vitro.

IV. 5. 1. Capacidad de los LT CD8* HIV-especificos expandidos de inhibir la replicacion viral

in vitro (VIA) en los grupos TTay TTe

Como se explicd anteriormente, el ensayo de VIA permite evalular la actividad antiviral global de las
células expandidas. Con el objetivo de incorporar al estudio cepas virales que se asemejaran a las
encontradas en individuos infectados, ademas de utilizar una cepa viral de laboratorio, se generaron y
emplearon virus transmitidos/fundadores o T/F (Transmitted/Founders), es decir virus obtenidos a
partir de aislamientos primarios de infecciones recientes a través de la via sexual. Los plasmidos
codificantes para estos aislamientos fueron obtenidos a través del NIH, amplificados en nuestro

laboratorio y utilizados para generar los stocks virales en lineas celulares eucariotas. En una instancia
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siguiente, se determiné la capacidad que tenian los virus obtenidos de infectar LT CD4* purificados a
partir de muestras de individuos erénicamente infectados (no incluidos en este trabajo) y, posteriormente
la factibilidad de utilizarlos en el ensayo de VIA. A continuacién, se ilustra como ejemplo el resultado
obtenido en un sujeto representativo durante la puesta a punto del ensayo. En este caso, PBMCs fueron
expandidas con pooles de péptidos correspondientes a Nef o p24 para generar las células efectoras Nef-y
p24-especificas efectoras. Luego de 14 dias, los LT CD8+ fueron purificados y co-cultivados con LT CD4+
autbdlogos purificados, activados e infectados con los tres stocks de virus generados, V4, V8 y Vo, en
paralelo. El sobrenadante del co-cultivo de cada condicién se recolect6 al dia 4 v 7 post-infeccién, para asi
determinar el momento ideal para revelar del ensayo (Figura 34). De esta forma, se confirmé que los
virus obtenidos estaban en 6ptimas condiciones para ser empleados en el ensayo de VIA, que el co-cultivo
con células especificas expandidas fehacientemente inhibia la replicacién viral (disminucién de la
concentracién del antigeno p24 en sobrenadante) y que el sobrenadante debia colectarse al dia siete para
realizar una correcta interpretacion del experimento. Una vez finalizada la puesta a punto del ensayo, se

procedié a la evaluacién en las muestras de los grupos de estudio.
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Figura 34: Concentracién del antigeno p24 (ng/ml) en sobrenadante del cultivo de células target (LT CD4-
purificados e infectados con los diferentes virus evaluados) y células efectoras (LT CD8* autologos expandidos con
pooles de péptidos correspondientes a Nef o p24), determinado a los dias 4 y 7 post-infeceiébn. Se muestran los
resultados obtenidos en un sujeto representativo durante la puesta a punto del ensayo. Las condiciones fueron: LT
CD4+ infectados con los virus 4 (verde), 8 (gris) v 0 (negro) y sin efectoras; y LT CD4* infectados con los diferentes
virus y co-cultivados con efectoras Nef-especificas en este ejemplo (con células efectoras p24-especificas se obtuvo un

resultado similar).

Tanto para las células expandidas con péptidos correspondientes a Nef como a p24 se observé una gran

capacidad de mediar actividad antiviral en ambos grupos de individuos, y frente a todos los virus
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ensayados (Figura 35). No se observaron diferencias al analizar la capacidad de mediar VIA frente a las
cuatro cepales virales ensayadas, por lo tanto, los datos fueron agrupados para los anélisis subsiguientes.
Los resultados obtenidos para el grupo TTa fueron los siguientes: para la condicién con el agregado de
células efectoras Nef-especificas 1a mediana del log,, de la reduccién de p24 (VIA log,.) fue 1,108 (IQ25-
75: 0,666-2,116) y para las células pz24-especificas 1,111 (IQ25-75: 0,699-1,329). En el grupo TTe la
mediana del VIA log,, fue 0,738 (1Q25-75: 0,378-1,047) para la condiciéon con el agregado de efectoras
Nef-especificas y 0,539 (IQ25-75: 0,286-1,030) para las células p24-especificas. En el caso de los LT CD8+
Nef-especificos, no se observaron diferencias entre los grupos en su capacidad de mediar VIA, aunque los
individuos del grupo TTa mostraron una tendencia hacia una mayor capacidad antiviral (p=0,0616)
(Figura 35). Por el contrario, los LT CD8* p24-especificos de los individuos TTa mostraron una actividad
antiviral de mayor magnitud (p=0,005) cuando se comparé con los LT CD8+ p24-especificos de los
individuos TTe. No se observaron diferencias intragrupo al analizar la respuesta antiviral de los LT CD8+

Nefy p24-especificos.
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Figura 35: Ensayo de inhibicién viral in vitro (VIA) mediado porlos LT CD8* Nef-especificos (panel izquierdo) y p24-
especificos (panel derecho). La magnitud del ensayo de VIA se expresa como el logi de la proporcion de antigeno p24
perdido cuando los LT CD8+* se encontraban presentes en el cultivo, comparado con el cultiva de LT CD4* infectados v
sin efectoras. Cada punto representa un individuo y las cepas virales usadas en el experimento se muestran cada una en
un color diferente. En todos los graficos: las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana ylas
cajas se extienden del minimo al méximo. Los anélisis intergrupo e intragrupo se realizaron con los test Mann-Whitney
v Wilcoxon respectivamente. El asterisco denota valor de p: **, p=0,005. TTa: N=4 individuos, 14 respuestas evaluadas

para Nefy 15 para p24. TTe: N=12 mdividuos, 40 respuestas evaluadas para Nefy 41 para p24.

En conjunto, los LT CD8+ HIV-especificos, obtenidos post-expansién, tanto en los individuos TTa como

TTe, fueron capaces de suprimir la replicacién viral en LT CD4* autologos, frente a todos los virus
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evaluados. Existe una tendencia que indica que los individuos que iniciaron el tratamiento tardiamente

poseen una mayor habilidad para mediar VIA in vitro frente a las cepas virales evaluadas en este sistema.

IV. 5. 2. Capacidad de los LT CD8+ HIV-especificos expandidos de mediar actividad

citotoxica directa in vitro (VITAL) en los grupos TTa y TTe

En paralelo, se realiz6 el ensayo VITAL, el cual es un reflejo de la capacidad de las células efectoras de
mediar citotoxicidad directa. En la Figura 36 se muestra un citograma obtenido en un ensayo
representativo donde se observa la pérdida especifica y progresiva de LT CD4+ CFSE+ (cargados de
antigeno) a medida que se incrementa la proporeién de LT CD8+ efectores expandidos (relacién T:E 1:1,
1:1 ajustado [ajustado a la proporcion de LT CD8+ HIV-especificos efectores determinado por marcado

intracelular y citometria de flujo], 1:5 v 1:10).
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Figura 36: Citogramas obtenidos de un ensayo VITAL representativa. En la relacién T:E 1:0, es decir sin efectoras,
(primer panel desde la izquierda) se observa un porcentaje similar de LT CD4* target cargados de péptido
(CFSE*PKH26") v LT CD4* target no cargados (CFSE'PKH26+). A medida que se avanza de izquierda a derecha en los
citogramas, y la relacién T:E se incrementa (1:1, 1:1 ajustado, 1:5 y 1:10) se observa una pérdida progresiva especificade

LT CD4* target cargados con péptidos (recuadro rojo).

Los resultados obtenidos para el grupo TTa fueron los siguientes: para la condicién con el agregado de
efectoras Nef-especificas, la mediana del porcentaje de lisis para la relacion 1:1 fue 23,53% (IQ25-75:
0,67%-38,08%), para la relacién 1:5 fue 61,45% (IQ25-75: 32,40%-85,11%), para la relacién 1:10 fue
83,85% (1Q25-75: 54,72%-00,38%) y para la relacién 1:1 ajustado fue 70,53% (1Q25-75: 32,33%-92,07%).
Dentro de este mismo grupo, para las condiciones con el agregado de LT CD8+ p24-especificos, la

mediana del %lisis especifica fue: 16,47% para la relacion 1:1 (IQ25-75: 2,84%-32,64%), 0,25% para la
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relacion 1:5 (IQ25-75: 6,53%-58,37%), 51,54% para la relacién 1:10 (IQ25-75: 5,95%-97,13%) y 60,24%

para la relacién 1:1 ajustado (IQ25-75: 16,21%-87,00%) (Figura 37, puntos negros, Grupo TTa).

Dentro del grupo TTe, para la condicién con el agregado de LT CD8+ Nef-especificos, la mediana para la
relacion 1:1 fue 17,03% (IQ25-75: 3,39%-47,74%), para la relacion 1:5 fue 42,77% (1Q25-75: 15,87%-
84,73%), para la relacién 1:10 fue 61,44% (1Q25-75: 22,47%-91,27%) v para la relacién 1:1 ajustado fue
68,35% (1Q25-75: 21,22%-83,54%). En el caso del agregado de LT CD8* p24-especificos, la mediana fue
6,01% para la relacion 1.1 (1Q25-75: 3,45%-11,57%), 20,04% para la relacion 1:5 (IQ25-75: 7,23%-
40,90%), 12,84% para la relacién 1:10 (IQ25-75: 7,20%-55,13%) y 26,13% para la relacién 1:1 ajustado

(IQ25-75: 6,60%-49,74%) (Figura 37, puntos grises, Grupo TTe).
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Figura 37: Porcentaje de lisis especifica mediado por los LT CD8+ Nef-especificos (panel izquierdo) y p24-especificos
(panel derecho), determinado por el ensayo VITAL. Los resultados para los sujetos TTa v TTe se muestran a las
diferentes relaciones TE. Los puntos negros representan al grupo TTa y los grises al TTe. Las cajas se extienden del
minimo al miximo v las lineas horizontales dentro de las cajas representan los valores de mediana. Los analisis
intergrupo e intragrupo se realizaron con los test Mann-Whitney y Wilcoxon, respectivamente. TTa: N=7 individuos
para las respuestas Nef-especificas y N= 6 individuos para las respuestas p24-especificas. TTe: N=10 individuos para

ambas respuestas Nef- y pa4-especificas.

No se observaron diferencias significativas entre los individuos TTa y TTe, en ninguna relacién T'E, en
cuanto a su capacidad de mediar citélisis de LT CD4+ cargados con los péptidos correspondientes,
independientemente de la especificidad de los LT CD8* evaluados (Figura 37). Al realizar el andlisis de la
respuesta intragrupo, es decir al comparar las respuestas de LT CD8+ Nef- o p24-especificos dentro de

cada grupo particular, no se encontraron diferencias (Wilcoxon p>0,05). Sélo se observé que los LT CD8+
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Nef-especificos mostraron una tendencia a mediar citotoxicidad directa con mayor potencia al

compararse a los LT CD8+ p24-especificos, en ambos grupos.

En resumen, los LT CD8+ HIV-especificos expandidos de ambos grupos de estudio fueron capaces de
mediar actividad citotéxica directa, y se observé una tendencia de las células Nef-especificas a ejercer una

mayor citotoxicidad.

IV. 6. RELACION ENTRE LA POLIFUNCIONALIDAD Y LA DISTRIBUCION DE LAS
SUBPOBLACIONES DE MEMORIA EN LA POBLACION T CD8* CON LA CAPACIDAD

DE MEDIAR ACTIVIDAD ANTIVIRAL POST-EXPANSION

Luego se investigo la relacién existente entre la funcionalidad (en términos de produccién de citoquinas
y/o capacidad de degranulacién) y el fenotipo de los LT CD8+ obtenidos post-expansién in vitro, con la
magnitud de la actividad antiviral medida por los ensayos VIA y VITAL, de manera de encontrar aspectos
favorables de la respuesta inmune que se asocien a un mejor control viral y que pudieran ser estimulados
en el contexto de terapias de remisién virolégica. Para realizar estos andlisis, los resultados obtenidos
para las células efectoras Nef- y p24-especificas fueron agrupados, debido a que no se hallaron diferencias

intragrupo entre ambas condiciones, es decir dentro del grupo TTa y TTe, ni en el ensayo de VIA ni en el

VITAL.

IV. 6. 1. Relacién entre la capacidad de inhibir la replicacion viral in vitro (VIA) y la
frecuencia de las subpoblaciones de memoria observadas en las muestras post-

expansién

Primero, se investigb la presencia de correlaciones con los resultados obtenidos para el ensayo de VIA.
Para esto, se evalué en conjunto la actividad antiviral ejercida por las células efectoras frente a todos los
virus, debido a que no se encontraron diferencias entre las distintas cepas virales ensayadas. Los anélisis
de correlaciones revelaron que, la magnitud del ensayo de VIA se relaciond de manera inversa con la
proporcién de LTsqq CD8+ totales (r=-0,2634, p=0,0054; Figura 384), con los LTyc CD8+ totales (r=-
0,2058, p=0,031; Figura 38B) y de manera directa con la proporcién de LTzr CD8+ totales (r=0,1878,
P=0,0405; Figura 38C). Los resultados fueron ajustados por comparaciones miltiples v, luego de hacerlo,
las correlaciones siguieron conservando la significancia estadistica (p ajustado=0,0270, p

ajustado=0,0775 v p ajustado=0,0825, respectivamente). Ademads, se encontré6 que la proporcion de
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LTscu CD8+ HIV-especificos se correlacioné de manera inversa con el VIA (r=-0,2529, p=0,0195, p

ajustado=0,0713; Figura 28D). Por otro lado, no se encontraron correlaciones significativas entre la

capacidad de las células de mediar degranulacién o secretar citoquinas y los valores del ensayo de VIA.
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Figura 38: Correlaciones entre la capacidad de inhibir la replicacion viral in vitro (VIA) de los LT CD8* y el porcentaje
de las subpoblaciones de memoria total y HIV-especificas post-expansién. Magnitud de VIA versus (A) el porcentaje de
LTscu CD8- totales; (B) el porcentaje de LTnc CD8* totales; (C) el porcentaje de LTzr CD8* totales y (D) el porcentaje
de LTsa: CD8* HIV-especificos. Los cuadrados representan a los sujetos del grupo TTa y los puntos a los TTe. Cada

cepa viral empleada en el experimento de VIA se muestra en un color diferente. Los valores de ry p corresponden a la

prueba de Spearman’s.

IV. 6. 2. Relacion entre la capacidad de mediar citotoxicidad directa in vitro (VITAL) y la

frecuencia de subpoblaciones de memoria y eélulas polifuncionales observadas en

las muestras post-expansion

En segunda instancia, se evalu6 la existencia de correlaciones entre 1a capacidad de ejercer citotoxicidad y

los parametros de memoria y polifuncionalidad en las muestras post-expansion. Se observo que, la

magnitud del ensayo VITAL (porcentaje de lisis especifica a una relacion T:E de 1:5) correlacioné

inversamente con la proporcion de LTscy CD8+ HIV-especificos (r=-0,4677,

p=0,0376, p
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ajustado=0,0627; Figura 39A), con la proporcion de LTyc CD8+ HIV-especificos (r=-0,7228, p=0,0003, p
ajustado=0,015; Figura 30B) y directamente con la proporcién LTer CD8+ HIV-especificos (r=0,5035,

p=0,0280, p ajustado=0,0627; Figura 39C).
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Figura 39: Correlaciones entre la magnitud del ensayo VITAL relacién 1:5 (T:E) v las proporciones de LT CD8* HIV-
especificos de memoria post-expansion. Porcentaje de lisis especifica (VITAL 1:5) versus (A) el porcentaje de LTsau
CD8+ HIV-especificos; (B) el porcentaje de LTuc CD8* HIV-especificos; (C) el porcentaje de LTer CD8+ HIV-
especificos. Los puntos negros representan al grupo TTa y los grises al grupo TTe. L os valores de r y p corresponden a

la prueba de Spearman’s.

Adicionalmente, se encontraron correlaciones entre la magnitud del ensayo VITAL y la funcionalidad de
los LT CD8+ post-expansion (Figura 40): correlaciones directas con la proporcién de LT CD8+ capaces de
degranular (r=0,5065, p=0,0162, p ajustado=0,0432; Figura 40A), con LT CD8* productores de IFN-y
(r=0,563, p=0,0064, p ajustado=0,0259; Figura 40B), con LT CD8+ productores de MIP-1f (r=0,5957,
P=0,0034, p ajustado=0,0259; Figura 40C) y con LT CD8+ productores de TNF-a (r=0,5494, p=0,0081,
p ajustado=0,0259; Figura 40D), asi como con la proporeién de células capaces de degranular y secretar
IFN-y ya sea como funciones unicas (células bifuncionales CD107A-B/IFN-y, r=0,4652, p=0,0291, p
ajustado=0,0582; Figura 40E), o en asociacién con una o dos funciones extras (eélulas CD1o7A-B/IFN-y
tri- y tetrafuncionales), independientemente de la funcién evaluada (r=0,5671, p=0,0059, p
ajustado=0,0250; r=0,549, p=0,0081, p ajustado=0,0250, respectivamente; Figura 40F y G). Asimismo,
la magnitud del ensayo VITAL correlacioné directamente con la proporcién de LT CD8* tetrafuncionales
capaces de degranular, secretar IFN-y v TNF-a més una funcion extra (r=o, 4767, p=0,0240, p

ajustado=0,0569; Figura 4o0H).
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Figura 40: Correlaciones entre la magnitud del ensayo VITAL relacion 1:5 (T:E) v la polifuncionalidad de los LT CD8+
HIV-especificos post-expansién. Porcentaje de lisis especifica (VITAL 1:5) versus (A) el porcentaje de LT
CDB+CD107A/B-; (B) el porcentaje de LT CD8*IFN-y*; (C) €l porcentaje de LT CD8*MIP-1p+; (D) el porcentaje de LT
CDB+TNF-a*; (E) el porcentaje de LT CD8* CDio7A/B/TFN-y* bifuncionales; (F) el porcentaje de LT CD8-
CD107A/B/IFN-y* trifuncionales; (G) el porcentaje de LT CD8* CD107A/B/IFN-y- tetrafuncionales y (H) el porcentaje
de LT CD8* CD107A/B/IFN-y/ TNF-a* tetrafuncionales. Los puntos negros representan al grupo TTa y los grises al
grupo TTe. Los valores de r y p corresponden a la prueba de Spearman’s.

IV. 6. 3. Analisis de la expresion del factor de muerte celular programada 1 (PD-1) y su
asociacion con la polifuncionalidad y la actividad antiviral de los LT CD8* post-

expansioén

Finalmente, se evalué la asociacién entre la expresion de PD-1 y la funcionalidad de las células post-
expansion. Se obtuvieron correlaciones directas entre la expresién de PD-1 en la poblacién de LT CD8+
HIV-especificos con la capacidad de mediar citotoxicidad (ensayo VITAL relacion 1:5; r=0,4861,
p=0,0160, p ajustado=0,032; Figura 414), con la proporcién de LT CD8* que degranulan (r=0,699,
p=0,0012, p ajustado=0,0063; Figura 41B), con LT CD8~ productores de IFN-y (r=0,7647, p=0,0002, p
ajustado=0,0014; Figura 41C), con LT CD8* productores de MIP-1f (r=0,7661, p=0,0002, p
ajustado=0,0014; Figura 41D) y con LT CD8+* productores de TNF-u (1r=0,8493, p<o,0001, p
ajustado=0,0014; Figura 41E). Result6 interesante que, la expresiéon de PD-1 dentro de la poblacién de
células HIV-especificas también correlacioné directamente con la proporcién de células polifuncionales
que degranulan y que son capaces de secretar, concomitantemente, IFN-y y TNF-a sumado a una funcion

extra (tetrafuncionales) (r=0,68009, p=0,0019, p ajustado=0,008; Figura 41F).
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Figura g41: Correlaciones entre el porcentaje de LT CD8* PD-1* HIV-especificos y el porcentaje de células con distintos
perfiles funcionales post-expansién. Porcentaje de LT CD8* PD-1+ HIV-especificos versus (A) el porcentaje de lisis
especifica (VITAL relacion 1:5); (B) el porcentaje de LT CD8* capaces de degranular; (C) el porcentaje de LT CD8+
productores de IFN-y; (D) el poreentaje de LT CD8* productores de MIP-1f3; (E) el porcentaje de LT CD8* productores
de TNF-u; (F) el porcentaje de LT CD8" tetrafuncionales, que degranulan y producen IFN-y y TNF-a mas una funcién
extra. Los puntos negros representan al grupo TTa y los grises al grupo TTe. L os valores de r v p corresponden a la
prueba de Spearmans.

En conjunto, los resultados de los anélisis de correlaciones ponen de manifiesto la necesidad de lograr
una diferenciacién hacia un fenotipo de memoria efector para asi alcanzar una actividad antiviral maxima
en ambos ensayos. El ensayo VITAL correlacioné mejor con subpoblaciones celulares con distintos
perfiles funcionales pero siendo todas capaces de degranular, lo que refleja la naturaleza del ensayo. Cabe
destacar, que la aparicién de correlaciones con la proporcién de LT CD8+ productores de IFN-y y TNF-a
puede estar siendo forzada por la alta co-expresion del marcador CD107A/B. Resulta interesante que la
molécula PD-1 se presenté como un marcador de polifuncionalidad en las células expandidas v, ademis,

se corelacioné de manera directa con la capacidad de mediar citélisis directa.
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IV. 7. CALIDAD DE LA RESPUESTA INMUNE ANTES DEL INICIO DEL TRATAMIENTO Y SU
RELACION CON LAS CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA T CD8+ HIV-
ESPECIFICA EVALUADA EN MUESTRAS POST-TRATAMIENTO Y LUEGO DE LA

EXPANSION IN VITRO

El siguiente objetivo de este trabajo consisti6 en determinar la existencia de relaciones entre la calidad de
la respuesta T CD8+ HIV-especifica evaluada durante la fase aguda de la infeccién (individuos
pertenecientes a ambos grupos, TTa y TTe) o antes del inicio del cART (individuos grupe TTa), v la
respuesta T CD8+ HIV-especifica evaluada en muestras post-cART y expandidas in vitro. Nuestra
hipétesis de trabajo es que, las caracteristicas de las células que persisten una vez iniciado el cART y que
son luego expandidas, estan condicionadas por aspectos observados antes de iniciado el cART v, que esto
se relaciona con aspectos propios de la infeccién y del hospedador. Para el grupo TTa, se obtuvieron
muestras en dos estadios previos al inicio del cART: muestra basal (tomada al momento del diagndstico
de la infeccién por HIV) y muestra pre-cART (tomada inmediatamente antes del inicio del cART). En
cambio, para el grupo TTe sélo se contd con la muestra basal. Esto es porque este grupo de individuos
fue reclutado luego de la implementacién de los nuevos lineamientos de la OMS que recomiendan iniciar
el cART inmediatamente luego del diagnéstico dela infeccién, lineamientos que Argentina incorporé a las
guias nacionales en 2015. Sobre éstos tres puntos muestrales se evaluaron la CV plasmatica, el recuento
de poblaciones linfocitarias y la activacién inmune (ya descripto en Seccién IV.1, Tablas 3 y 4). A
continuacién se describen, en primer lugar, los hallazgos observados a partir de la evaluacién de la
polifuncionalidad y la distribucién de las diferentes subpoblaciones de memoria ex vivo. Cabe resaltar que
los resultados que se mostraran a continuacion se centraran en el andlisis de las muestras basales y pre-
cART, y su relacién con las correspondientes muestras post-cART. Los analisis detallados de 1as muestas
post-cART fueron descriptos en las secciones precedentes (Perfil polifuncional Capitulo IV.3; Distribucién

de las subpoblaciones de Memoria y expresion de PD-1 Capitulo IV.4).

IV. 7. 1. Perfil polifuncional de los LT CD8* HIV-especificos evaluado ex vivo en las muestras

obtenidas antes del inicio del cART

Empleando el protocolo de estimulaciéon corta (ver Capitulo I11.6), se evalud en las muestras obtenidas
antes de iniciado el cART (basal v pre-cART), 1a capacidad ex vivo (es deeir, sin expandir) de los LT CD8+

de mediar degranulacion (movilizacion de CD107A/B) y secrecion de citoquinas (IFN-y, IL-2 y TNF-a) y
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quemoquina (MIP-18). Debido a que el analisis, en este caso, se realizé sin expansién de la respuesta
especifica y al bajo nimero de respuestas positivas obtenido ecnando se fragmentaba la respuesta en las 31
opciones posibles, los anélisis se realizaron en bloques de funcionalidad (células mono-, bi-, tri-, tetra- y
pentafuncionales), independientemente de cada funcién en particular. En primer lugar, no se observaron
diferencias significativas en el perfil polifuncional entre las muestras basales de los grupos TTa y TTe
(Figura 42A). Tampoco se observaron diferencias entre la muestra basal y la muestra pre-cART dentro
del grupo TTa, posiblemente debido al bajo niimero de respuestas analizadas en la muestra basal de este

grupo (n=4 individuos, 7 respuestas HIV-especificas evaluadas).

Luego, se comparé el perfil de polifuncionalidad entre las muestras basales de ambos grupos y lo
observado en las muestras post-cART post-expansion (Figura 42A). Tanto para el grupo TTa como TTe,
los perfiles resultaron significativamente diferentes (Grupo TTa: p<o,0001 y Grupo TTe: p<o,0001). Lo
mismo se observd entre la muestra pre-cART y la muestra post-cART post-expansion en el grupo TTa
(p<0,0001). En el grupo TTa, las diferencias estuvieron dadas por un mayor porcentaje de células
monofuncionales y un menor porcentaje de células tri-, tetra- y pentafuncionales en las muestras basales
y pre-cART versus la muestra post-cART (post-expansién) (1 fx: p=0,0001 y p=0,0001; 3 fx: p=0,007 v
Pp=0,0001; 4 fx: p=0,0001 y p=0,0001; 5 fx: p=0,0001 y p=0,0001; al comparar con las muestras basales y
pre-cART, respectivamente; Figura 42B). En el grupo TTe, las diferencias fueron similares a las
observadas para el grupo TTa, es decir mayores porcentajes de células monofuncionales (p= 0,0001) v
menores proporciones de células bi- (p= 0,001), tri- (p= 0,0001), tetra- (p= 0,0001) y pentafuncionales

(p= 0,001) en 1a muestra basal comparado con su respectiva muestra post-cART (Figura 42B).

En resumen, a tiempos tempranos post-infeccion se observé una gran proporcion de células
monofuncionales, aunque fue posible encontrar células polifuncionales pero en muy baja frecuencia. Este
patrén se modifico en las muestras post-cART post-expansion, observando un significativo
enriquecimiento en células polifuncionales en igual medida en ambos grupos. Independientemente de las
diferencias observadas en cuanto a la polifuncionalidad antes de iniciar el cART, la expansion in vitro

lograria contrarrestar esas diferencias e igualar la capacidad funcional en los dos grupos estudiados.
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Figura g42: Perfil de polifuncionalidad de los LT CD8+ HIV-especificos, observado en las muestras obtenidas de
individuos TTa (muestras basal, pre-cART v post-cART post-expansion) y TTe (muestras basal y post-cART post-
expansién). (A) Graficos de torta para cada muestra evaluada en eada grupo estudiado. Para realizar este analisis se
considero la proporcion de células capaces de mediar una (1 fx, azul), dos (2 fx, verde), tres (3 fx, amarillo), cuatro (4 fx,
naranja) o cinco (5 fx, rojo) funciones simultineamente, independientemente de cada funcién particular o combinacién
de funciones (analisis en bloque). (B) Graficos de barras, el panel izquierdo corresponde al grupo TTa y el derecho al
grupo TTe, los colores en la base se corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se extienden del
minimo al maximo y las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los puntos grises
representan las muestras basales (de ambos grupos), los puntos verdes la muestra pre-cART (grupo TTa) v los de color
negro las muestras post-cART post-expansién (de ambos grupos). Los analisis se realizaron con el programa SPICE.
Cuando se analizd la distribucién global (tortas) se aplicé el test de permutacién y para el analisis de los graficos de
barra se usé la prueba t de Student. Los asteriscos denotan valores de p: *<0,05; ** p=0,005; *** p=o0,001; ****
p=0,0001. Para el grupo TTa se analizaron: en la muestra basal N=4 sujetos, 7 respuestas HIV-especificas; en la
muestra pre-cART =0 sujetos, 18 respuestas HIV-especificas. Para el grupo TTe se analizaron en la muestra basal: N=19

sujetos, 24 respuestas HIV-especificas.
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IV. 7. 2. Andlisis del perfil de diferenciacion de memoria en los LT CD8* totales, HIV-
especificos y PD-1%, evaluados ex vivo en las muestras obtenidas antes del inicio

del cART

Luego se analiz6, ex vivo, el patréon de diferenciacién de memoria en las muestras obtenidas antes de
iniciado el cART (basales y pre-cART). En primer lugar, el analisis se realizé sobre la poblacién de LT
CD8+ totales. Al comparar la distribucién de las distintas subpoblaciones se observé una diferencia
significativa entre las muestras basales de ambos grupos (p=0,0005; Figurra 434). Dicha diferencia se
debi6é a una mayor proporeién de las subpoblaciones Ty (p=0,0001), Tscu (p=0,012), Trc (p=0,001) y Tue
(p=0,023) y una menor proporecién de Tzr (p=0,0001) en la muestra basal del grupo TTe comparado con
su contraparte en el grupo TTa (Figura 43B; las diferencias mencionadas entre los grupos no se
encuentran sefialadas en el grifico de barras con el fin de simplificar la figura). Luego, dentro del grupo
TTa se observéd una diferencia estadisticamente significativa entre la muestra basal y su respectiva
muestra pre-cART (p<o0,0001; Figura 43A). En este caso, las diferencias observadas se debieron a una
menor proporciéon de Ty (p=0,0001), Tyc (p=0,004) v Tue (p=0,0001), y una mayor proporcién de Tgr
(p=0,0001) en la muestra basal (Figura 43B). Resulté6 llamativo haber encontrado diferencias
significativas en la distribucién de las subpoblaciones de memeoria entre las muestras basales de ambos
grupos, va que los individuos se encontraban en un estadio similar de la infeccion al momento del
muestreo basal. Esto podria deberse a diversos factores: i) sélo se conté con muestras basales de 4
individuos del grupo TTa, el bajo N podria estar sesgando los resultados; ii) la media de dias post-
infeceién en la toma de 1la muestra basal para el grupo TTa fue mayor que en el grupo TTe (112 dias vs 54
dias, respectivamente); siendo que la etapa aguda de la infeccion es muy dinamica ciertos parametros
pueden variar considerablemente dependiendo del momento de toma de 1a muestra; iii) los individuos del
grupo TTa no recibieron cART segtn las directrices previas al anio 2015, por ende, constituyen un grupo
considerade como de buen status clinico por su buena evolucion inmune y clinica segiin esas normas.

Este aspecto no puede ser evaluado en el grupo TTe.

Luego, se comparé lo observado en las muestras previas al inicio del tratamiento (basal y pre-cART) con
los datos correspondientes a las muestras post-cART obtenidos luego de la expansién. Se encontraron
diferencias significativas entre las muestras previas al cART y las post-cART en ambos grupos de estudio
(Figura 434). En el grupo TTa, tanto la muestra basal como la muestra pre-cART mostraron un perfil

significativamente diferente al observado en la muestra post-cART (post-expansion) (p=0,0296 y
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P=0,0003; respectivamente). La muestra basal presenté un mayor porcentaje de Ty (p=0,012) y Ter
(p=0,007), y una menor proporciones de Tsem (p=0,006), de Tuc (p=0,026) y TaE (p=0,021) comparado
con su respectiva muestra post-cART (Figura 43B). A su vez, la muestra pre-cART presenté una mayor
proporcién de Ty (p=0,0001), Tuc (p=0,012) v Tue (p=0,000), v una menor proporcién de Ter
(p=0,0001), con respecto a su respectiva muestra post-cART. Dentro del grupo TTe, el perfil de
diferenciacion de memoria fue significativamente diferente entre la muestra basal y post-cART
(p<o0,0001; Figura 43A); como resultado de una mayor proporeién de Ty (p=0,0001) y Ter(p=0,0001), v

un menor porcentaje de Tscy (p=0,0001) y Tue (p=0,0001) al compararse con el perfil post-cART (Figura

43B).

Seguidamente, se realizo el mismo analisis del perfil de diferenciacion pero en el compartimento de LT
CD8+ HIV-especificos. Se encontraron diferencias en la distribucién de las subpoblaciones de memoria en
las muestras basales de ambos grupos (p=0,0159; Figura 444). Dichas diferencias surgieron por una
menor proporeién de Tseu (p=0,001) v Tue (p=0,006), y un mayor porcentaje de Tue (p=0,035) en el

grupo TTa comparado con su contraparte TTe (Figura 44B).

Cuando se realizé la comparacién entre las muestras basales y sus respectivas muestras post-cART
expandidas in vitro, se obtuvieron diferencias significativas en el perfil de diferenciacién de memoria en
ambos grupos (TTa, p=0,0311 y TTe, p=0,0001; Figura 44A). Mas especificamente, para el grupo TTa las
diferencias estuvieron dadas por una menor proporeion de Tyg y una mayor proporeidn de células Ter en
la muestra basal comparado con su respectiva muestra post-cART (p=0,012 v p=0,034, respectivamente;
(Figura 44B). En cuanto al grupo TTe, se observé el mismo patrén, es decir un menor porcentaje de Tuey
un mayor porcentaje de Ter (p=0,0001 y p=0,015; respectivamente), pero ademas se observo un mayor
porcentaje de Tsca (p=0,002) en la muestra basal comparado con su respectiva muestra post-cART
(Figura 44B). Contrario a lo que se hubiese esperado luego de una estimulaciéon potente en las muestras
post-cART, éstas mostraron una mayor proporciéon de LTue CD8+ HIV-especificos y menor proporcion de

LTer CD8* HIV-especificos que las muestras basales, en ambos grupos de individuos.
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Figura 43: Distrbucion de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8* totales observado en las muestras
obtenidas para el grupo TTa (muestras basal, pre-cART v post-cART) v TTe (muestras basal v post-cART). (A) Graficos
de torta para cada muestra evaluada en cada grupo estudiado. (B) Graficos de barras mostrando el porcentaje de las
distintas subpoblaciones dentro del compartimento CD8* total. El panel de la izquierda corresponde al grupo TTa v el
de la derecha al grupo TTe y los colores en la base se corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se
extienden del minimo al mAximo vy las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los
puntos grises representan las muestras basales (de ambos grupoes), los puntos verdes la muestra pre-cART (grupo TTa)
v los de color negro las muestras post-cART post-expansion (en ambos grupos). Los analisis se realizaron con el
programa SPICE. Cuando se analizé la distribucién global (tortas) se aplico el test de permutacién y para el analisis de
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los graficos de barra se usé la prueba t de Student. Los asteriscos denotan valores de p: *<0,05; ** p=0,005;
p=<0,001; **** p=0,0001. SCM: stem cell de memoria; MC: memoria central; ME: memoria efectora, ET: efectoras
terminales. Para el grupo TTa se analizaron: en la muestra basal N=4 sujetos, 7 respuestas totales; en la muestra pre-
cART =9 sujetos, 18 respuestas totales. Para el grupo TTe se analizaron en la muestra basal: N=13 sujetos, 25

respuestas totales.

Continuando con la caracterizacién inmunofenotipica de las células T CD8+ en las muestras previas al
inicio del cART (basales y pre-cART), se analizé la expresion del marcador PD-1. En primer lugar, se
encontraron diferencias entre las muestras basales de ambos grupos (p<o0,0007), siendo mayor la
expresién de PD-1 en el grupo TTa (Figura 45). También, se observaron diferencias al comparar las
muestras basales de ambos grupos con la muestra pre-cART del grupo TTa, debido a una mayor
proporcién de LT CD8+PD-1+ en ésta iltima (p<0,0001 y p=0,0212; respectivamente). Y, finalmente, al
comparar las muestras basales con sus respectivas muestras post-cART post-expansion, se observo que la
expresién de PD-1 disminuyé significativamente en ambos grupos luego de la expansién. Para el grupo
TTa, tanto la muestra basal como la pre-cART mostraron una mayor expresion de PD-1 al compararlas
con la muestra post-cART (p=0,0063 y p<0,0001; respectivamente). De igual manera para el grupo TTe,
la muestra basal mostré6 una mayor expresién que su respectiva muestra post-cART (p<o,0001).
Independientemente de los elevados niveles de expresién de PD-1 encontrados tanto en las muestras
basales como pre-cART, estos se reducen drasticamente post-expansién e, incluse, no se aprecian

diferencias en el porcentaje de LT CD8+PD-1+ entre los grupos TTay TTe.

Por dltimo, y de manera analoga a lo realizado sobre las muestras post-cART post-expansién (Capitulo
IV.4.3), se estudi6 el perfil de diferenciacién de memoria dentro de la poblacién de LT CD8+PD-1+ totales.
Se observaron diferencias significativas en la distribucién de las subpoblaciones entre las muestras
basales de ambos grupos (p= 0,0107; Figura 46A). Dichas diferencias se debieron a una mayor
proporcién de las subpoblaciones Ty (p=0,011), Tscu (p=0,020), Tuc (p=0,001) y Tue (p=0,026) y una
menor proporcién de Ter (p=0,0001) en la muestra basal del grupo TTe frente a su contraparte TTa
(Figura 46B). Ademas, dentro del grupo TTa, la muestra basal difirié significativamente de su respectiva
muestra pre-cART (p<o,0001; Figura 46A). En este caso, las diferencias se debieron a una menor
proporcién de Tae (p=0,002) v Tue (p=0,0001) y una mayor porcentaje de Tgr (p=0,0001) en la muesira

basal comparado con su respectiva muestra pre-cART (Figura 46B).
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Figura 44: Distribucién de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8* HIV-especificos observado en las muestras
obtenidas para el grupo TTa (muestras basal, pre-cART y post-cART) y TTe (muestras basal y post-cART), identificadas
en base a la produceién de citoquinas o capacidad de degrannlacién. (A) Grificos de torta para cada muestra evaluada
en cada grupo estudiado. (B) Graficos de barras mostrando el porcentaje de las distintas subpoblaciones dentro del
compartimento CD8+ HIV-especifico. El panel izquierde corresponde al grupo TTa v el derecho al grupo Tte, los colores
en la base se corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se extienden del minimo al méximo y las
lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los puntos grises representan las muestras
basales (de ambos grupes), los puntos verdes la muestra pre-cART (grupo TTa) y los de color negro las muestras post-
cART (en ambos grupos). Los analisis se realizaron con el programa SPICE. Cuando se analizé la distribucion global
(tortas) se aplico el test de permutacién y para el andlisis de los graficos de barra se usoé la prueba ¢ de Student. Los

R W

asteriscos denotan valores de p: *<o0,05; p=0,001; p=0,0001. SCM: stem cell de memoria; MC: memoria




RESULTADOS

central; ME: memoria efectora, ET: efectoras terminales. Para el grupo TTa se analizaron, en la muestra basal N=4
sujetos, 7 respuestas HIV-especificas; en la muestra pre-cART =9 sujetos, 18 respuestas HIV-especificas. Para el grupo

TTe se analizaron en la muestra basal: N=13 sujetos, 25 respuestas HIV-especificas.

Cuando este mismo patrén se comparé con el perfil obtenido en las muestras post-cART (post-expansién)
se observo que: para el grupo TTa, la muestra pre-cART difirié significativamente de la muestra post-
cART (p=0,0004), debido a mayores proporciones de las subpoblaciones Tyc (p= 0,007), Tae (p= 0,001)
y menores proporciones de Ter (p= 0,0001) en la muestra pre-cART. Para el grupo TTe, la muestra basal
fue significativamente diferente a su respectiva muestra post-cART (p=0,0005), lo cual se debié a una
mayor representacién de las subpoblaciones Ty (p= o0,001) y Ter (p= 0,002), vy a una menor

representacion de Tyg (p= 0,002) en la muesira basal.
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Figura 45: Expresion de PD-1 en LT CD8" en las muestras obtenidas para el grupo TTa (muestras basal, pre-cART y
post-cART) v TTe (muestras basal v post-cART). La evaluacién en las muestras basales v pre-cART corresponde a la
condicién ex vive mientras que en la muestra post-cART corresponde a la condicién post-expansion. Las cajas se
extienden del minimo al maximo v las lineas horizontales dentro de las cajas representan la mediana. Los puntos
negros representan al grupo TTa y los grises al grupo TTe. Los asteriscos denotan valeres de p: * p=o0,05; ** p=o0,01 y
##%* p=0,0001, los cuales se calcularon utilizando la prueba de Mann-Whitney para los analisis intergrupo y Wilcoxon

para los analisis intragrupo.
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Figura 46: Distribucion de las subpoblaciones de memoria en los LT CD8*PD-1* totales analizado en las muestras
obtenidas para el grupo TTa (muestras basal, pre-cART y post-cART) y TTe (muestras basal y post-cART). (A) Graficos
de torta para cada muestra evaluada en cada grupo estudiado. (B) Grificos de barras mostrando el porcentaje de las
distintas subpoblaciones dentro del compartimento CD8+PD-1+ El panel de la izquierda corresponde al grupo TTa y el
de la derecha al grupo TTe y los colores en la base se corresponden con aquellos mostrados en las tortas. Las cajas se
extienden del minimo al méximo y las lineas horizontales dentro de las cajas muestran el valor de la mediana. Los
puntos grises representan las muestras basales (de ambos grupos), los puntos verdes la muestra pre-cART (grupo TTa)
y los de color negro las muestras post-cART (en ambos grupos). Los andlisis se realizaron con el programa SPICE.
Cuando se analizé la distribucién global (tortas) se aplicé el test de permutacion y para el analisis de los grificos de
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barra se usd la prueba t de Student. Los asteriscos denotan valores de p: *<0,05; ** p=o0,01; P=<0,001;
p=o0,0001. SCM: stem cell de memoria; MC: memoria central; ME: memoria efectora, ET: efectoras terminales. Para el
grupo TTa se analizaron: en la muestra basal N=4 sujetos, 7 respuestas totales; en la muestra pre-cART =9 sujetos, 18

respuestas totales. Para el grupo TTe se analizaron en la muestra basal: N=13 sujetos, 25 respuestas totales.
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En resumen, el andlisis del perfil memoria evaluada en los distintos compartimentos (LT CD8* totales, LT
CD8+ HIV-especificos y LT CD8+PD-1+) demostrd que existen diferencias significativas entre los distintos
tiempos y condiciones evaluados. Entre las muestras basales de ambos grupos, las diferencias que
surgieron se deberian a variaciones sutiles producto del momento del diagnéstico de la infeccién aguda v
por lo tanto del muestreo basal (siendo mas tardio en los individuos del grupo TTa). A pesar de esto, se
observé la misma jerarquia en todos los compartimentos evaluados en las muestras basales, siendo los

LTer CD8* la subpoblacién mas representada.

Llamativamente, en la muesira pre-cART del grupo TTa se observé, en todos los compartimentos
estudiados, una acumulacién de LTyz CD8*, comparado con las muestras basales. Trabajos previos,
incluyendo un reporte de nuestro grupe, han demostrado en el contexto de la infeccién por HIV una
alteracién en la diferenciacién de LTy a LTer, lo cual se traduce en una mayor disfuncién inmune y una
acelerada progresion a la enfermedad [112, 146]. Por este motivo, se decidié analizar si existia tal arresto
de la diferenciacién de LTue a LTer en las muestras obtenidas antes del tratamiento, en los tres
compartimentos estudiados: LT CD8+ totales, LT CD8+ HIV-especificos y LT CD8* PD-1*. Para ello, se
calcul6 el coeficiente Tug/(Tme+Ter) en las muestras tomadas antes de iniciado el cART (basal y pre-
cART; Figura 47). Se observd que, efectivamente, el coeficiente resulté mayor en la muestra pre-cART del
grupo TTa comparado a los valores obtenidos para las muestras basales de ambos grupos, tanto para el
compartimento de LT CD8+ totales (p=0,0002 y p=0,0005; respectivamente) como para el
compartimento de LT CD8+PD-1+ (p=0,0002 y p=0,0026; respectivamente). En el caso del
compartimento HIV-especifico, aunque las diferencias no resultaron estadisticamente signifieativas, se
observé una tendencia similar. En consonancia con la bibliografia publicada, se observé una alteracion en
la capacidad de diferenciacién hacia un fenotipo efector en aquellos individuos que se vieron sometidos a

estimulacién antigénica durante periodos mas prolongados.

LT CD8* Totales LT CD8* HIV-especificos LT CD8'PD-1*

o Grupo TTa Grupo TTe Grupo TTa Grupo TTe Grupo TTa Grupo TTe

1.09
::14[: *-:H(-. s

0.8 ) l'ﬂ.-;
| e T = T
L = 0.0 4 - L]
g —-'L .: E 1 . I . : g
..‘E:o.d,- o . e - [ o
- S ' : - E o®
= 0.1 =
3 S— | o] L L. o

Basal pre-cART Basal Basal pre-cART Basal Basal pre-cART Basal




RESULTADOS

Figura 47: Arresto en la diferenciacién del perfil de memoria de LT CD8* desde memoria efectora (Tng) hacia
efectoras terminales (Tzr), calculado como el coeficiente LTug/(LTue+LTer) en las muestras tomadas previo al inicio del
cART. Los paneles de izquierda a derecha muestran los resultados obtenidos para los compartimentos de LT CD8~
Totales, LT CD8+ HIV-especificos y LT CD8+ PD-1*, respectivamente. Las cajas se extienden del minimo al maximo y
las lineas horizontales dentro de las cajas representan la mediana. Los puntos negros representan al grupo TTa y los

e

grises al grupo TTe. Los asteriscos denotan valores de p: ** p<o,01y p=0,0001, los euales se caleularon utilizando

la prueba de Krruskal-Wallis, seguido del post test de Dumnn.

IV. 7. 3. Relaciones entre la calidad de la respuesta T CD8* evaluada en las muestras
tomadas previo al incio del cART, y la progresion clinica y funcionalidad inmune

en las muestras post-cART

Por tltimo, se evalub la existencia de relaciones entre la calidad de la respuesta T CD8+ evaluada durante
la fase aguda de la infeccién o antes del inicio del cART, en relacién con los parametros clinicos,
inmunoclégicos v marcadores de progresién evaluados en la muestra post-cART. Asimismo, se evalub la
existencia de correlaciones entre los parametros de la respuesta inmune planteados (ex vivo) con los

parametros de la respuesta T CD8+ oservados en las muestras post-cARTy expandidas in vitro.

Para llevar a cabo este analisis, consideramos dos momentos importantes en la infeccién. Primero, nos
propusimos evaluar la presencia de relaciones entre lo observado al momento del diagnéstico de la
infeccién (muestra basal) y los parametros observados en la muestra post-cART, para ello se analizaron
en conjunto los datos obtenidos para las muestras basales tanto del grupo TTa como TTe. En una segunda
instancia, evaluamos el impacto del status inmune previo a la instauracién del cART (muestra pre-
cART) sobre la reconstitucion de la respuesta inmune al afio de iniciado el cART, ya que seria un reflejo
més fidedigno del impacto de la infeccién viral sobre los diferentes aspectos evaluados. Para ello se
analizaron en conjunto los datos obtenidos en la muestra pre-cART en el grupo TTa y la muestra basal del
grupo TTe (que en este grupo de individuos también se comportaria como muestra pre-cART). A

continuacién se detallan los diferentes hallazgos.




RESULTADOS

IV.7.3.1. Relacion entre la calidad de la respuesta inmune evaluada en las muestras basal y
pre-cART y los aspectos clinicos evaluados en las muestras tomadas luego de un aio de

iniciado el tratamiento (post-cART)

Con el objeto de encontrar parametros basales o previos al cART que nos permitieran predecir el status
clinico observado en los individuos al afio de haber iniciado el tratamiento, se realizé un andilisis de
correlaciones con las caracteristicas evaluadas tanto en las muestras tomadas al momento del diagnostico

(basales) como pre-cART.

En primer lugar no se encontraron correlaciones significativas entre los parametros clinicos observados
post-cART vy los hallazgos en la muestra basal. En cambio, tanto los niveles de activacién en LT CD4* y
CD8+, como el fenotipo y la funcionalidad de los LT CD8+ en la muestra pre-cART (muestra basal para el
grupo TTe y muestra pre-cART para TTa) se correlacionaron con la recuperacién de LT CD4+ absolutos y

la relacién CD4/CD8 evaluados un ano post-cART, como se describe a continuacion.

Se observo una correlacion indirecta entre el porcentaje de LTye CD8+ (p=0,0004, r=-0,5143, p
ajustado=0,0068; Figura 484) y una correlacién directa con el porcentaje de LTer CD8* (p=0,0015,
r=0,4686, p ajustado=0,0115; Figura 48B) en la muestra pre-cART con la recuperaciéon del recuento
absoluto de LT CD4+* logrado al ano de iniciar el cART. Esto indicaria que una mayor diferenciacién en el
perfil de memoria pre-cART resulta en una mejor restitucién del recuento de LT CD4+ al ano de iniciado
el tratamiento. Este aspecto va de la mano con resultados previos, incluyendo resultados de nuestro
grupo, que indican que un perfil de memoria con mayor diferenciacién y menos activado correlacionaria
con una menor tasa de progresion a la enfermedad [112, 147]. En consonancia con esto, se observé que la
relacién Tue/(Tue+Ter) se correlacioné negativamente con la reconstitucion de la poblacién de LT CD4+
post-cART (p=0,0009, r=-0,4873, p ajustado=0,0081; Figura 48C). De igual manera, también resulté
negativa la correlacién con la expresiéon de PD-1 en la muestra pre-cART (p=0,0222, r=-0,3522, p
ajustado=0,0666; Figura 48D). Y, por tltimo, se observé que un mayor nivel de activacién inmune en los
LT CD4* pre-cART, se correlacioné de manera negativa con la recuperaciéon de CD4+ post-cART, tanto al
evaluar la expresiéon de HLA-DR (p=0,0027, r=-0,5286, p ajustado=0,0097; Figura 48E) como la
expresion simultdnea de las moléculas CD38 y HLA-DR (p=0,0023, r=-0,5049, p ajustado=0,0097;

Figura 48F).
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Figura 48: Correlaciones entre diferentes aspectos evaluados en la muestra pre-cART ex vivo (basal grupo TTe + pre-
cART grupo TTa) y el recuento de LT CD4+* luego de un ano de tratamiento (muestra post-cART). Correlaciones entre el
reciento absoluto de CD4* post-cART versus (A) el porcentaje de LTue CD8*; (B) el porcentaje de LTer CD8*; (C) el
arresto en la diferenciacién de memoria de los LT CD8+ desde memoria efectora (Tue) hacia efectoras terminales (Tzr);
(D) el porcentaje de LT CD8PD-1"; (E) el porcentaje de LT CD4" HLA-DR* v (F) el porcentaje de LT CD4"
CD38/HLA-DR*, en la muestra pre-cART. Los puntos negros representan al grupo TTa y los grises al grupo TTe. Los
valores de r y p corresponden a la prueba de Spearman’s.

Otro aspecto clinico importante para evaluar la reconstitucién inmune lo constituye la relacién CD4/CD8.
Al instaurar el cART, los individuos que logran mejores valores de CD4+ y una mayor relacién CD4/CD8
se encuentran en mejor estado clinico que aquellos que no logran recuperar estos parametros. De igual

manera que con el recuento absoluto de LT CD4+, se observé una relacién negativa enire la relacién




RESULTADOS

CD4/CD8 post-cART y el porcentaje de LTy CD8* (p=0,0027, r=-0,4457, p ajustado=0,0115; Figura
40A) y una corelacion positiva con los LTer CD8* en la muestra pre-cART (p=0,0022, r=0,4537, p
ajustado=0,0115; Figura 49B). En consonancia, al analizar el arresto en la diferenciacién de memoria pre-
cART, se observo una correlacién negativa con la recuperacién de la relacién CD4/CD8 (p=0,00009, r=-
0,4893, p ajustado=0,0135; Figura 49C). Asimismo, el nivel de agotamiento de las células T CD8+ (PD-1)
en la muestra previa al cART se correlacioné con una menor recuperacion en la relacién CD4/CD8 post-
cART (p=0,0118, r=-0,3849, p ajustado=0,0401; Figura 49D). Por ultimo, se analiz6 si existian
correlaciones entre los niveles de activaciéon inmune pre-cART y la relacion CD4/CD8 post-cART, se
encontraron correlaciones negativas con el porcentaje de LT CD8*HLA-DR* (p=0,0147, r=-0,4483, p
ajustado=0,0417; Figura 49E) y una tendencia similar, no significativa, con el porcentaje LT CD8+
CD38/HLA-DR* (p=0,0504, r=-0,3732, p ajustado=0,1071; Figura 49F). De igual manera, se encontraron
correlaciones negativas con la proporciébn de LT CD4*HLA-DR- (p<o0,0001, r=-0,6607, p
ajustado=0,0009; Figura 49G) y LT CD4+ CD38/HLA-DR+ pre-cART (p<o0,0001, r=-0,7802, p

ajustado=0,0009; Figura 49H).

En resumen, aquellos individuos que en la muestra previa al inicio del cART (pre-cART) presentaron un
patrén de diferenciacién del compartimento CD8+ conservado, menor expresién de PD-1 asi como
menores niveles de activacion en los LT CD8* y CD4*, fueron capaces de lograr una mejor reconstitucién

tanto en el recuento absoluto de LT CD4+ como en la relacién CD4/CD8 al ano de iniciado el cART.




RESULTADOS

F [SIs
| r=-0.4457
z R L] p=0,0027
IE‘ EE o
&
=
U 204
E
B
[l q . r B .
ES 0.0 0.5 1.0 15 2.0
C. ~ 067 T=-0,,4803 D.
{_.5 a o p=0,0000
- E
+‘i= 0.4
=3
2 é
“‘:;.: B 00,29
c & s -
= o ¥
R 0.0 —a—5 ]
0.0 nh5 1o L5 2.0
1=-0,4483
& Som p=0,0147
5
s 604
SE
g
& 5 404
|k
o n'uu-
= ®
E r , . ]
0.0 0.5 1.0 L5 2.0
G. H
i 40 r=-0,6607
E . ® _ D=<0,0001
Y o 307
E % 204
q 1]
[~
[SE-"NTE
b~
[
ES 01 . : . )
0.0 a5 10 15 2.0

%L1 CDB* PD-1*

%LT CD8* CD38"/HLA-DR*

%LT CD4*CD38*/HLA-DR*

CDS8" pre-cART

pre-cART

e @
£ 5
s

a6

3

Y
=
i

pre-cART

r=0.4537
p=0,0022

T
0.5

r=-0,3849
p=0,0118

0

204 N
& e
]
[ T T T ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
309 1=-0,7802
° p=<0,0001
201
104
0y

Relacion CD4/CDS8 (post-cART)

Figura 49: Correlaciones entre diferentes aspectos evaluados en la muestra pre-cART ex vivo (basal grupo TTe + pre-
cART grupo TTa) y la relacion CD4/CD8 en la muestra al afio de iniciado el cART (post-cART). Correlaciones entre la
relacion CD4/CD8 post-cART versus (A) el porcentaje de LTuzs CD8+; (B) el porcentaje de LTer CD8; (C) el arresto en
la diferenciacién de memoria de los LT CD8+* desde memoria efectora (Tnue) hacia efectoras terminales (Ter); (D) el
porcentaje de LT CD8+PD-1+; (E) el porcentaje de LT CD8+ HLA-DR*; (F) el porcentaje de LT CD8+CD38/HLA-DR~;
(G) el porcentaje de LT CD4- HLA-DR*y (H) el porcentaje de LT CD8+*CD38/HLA-DR*, en la muestra pre-cART. Los
puntos negros representan al grupo TTa y los grises al grupo TTe. Los valores de r y p corresponden a la prueba de

Spearman’s.
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1V.7.3.2. Relacion entre la calidad de la respuesta evaluada en las muestras basales y los

aspectos evaluados en las muestras post-cART post-expansion

En una segunda instancia, analizamos las asociaciones existentes entre los parametros evaluados ex vivo
al momento del diagnéstico (muestras basales de ambos grupos) y la muestra post-cART (luego de la
expansion in vitro). Se observé una correlacion entre el porcentaje de LT CD8+ pentafuncionales obtenido
en la muestra post-cART (post-expansion) y el poreentaje de LTscar CD8+ totales presentes en la muestra
basal (p=0,0103, r=0,4611, p ajustado=0,0129; Figura 50A4). La magnitud del VIA post-cART (post-
expansion) se correlaciond positivamente con el porcentaje de LTye CD8+ en el compartimento HIV-
especifico (p=0,0026 r=0,3391, p ajustado=0,0286; Figura 50B) y negativamente con los niveles de
activacién inmune, tanto en LT CD8+* como CD4+, en las muestras basales: con el porcentaje de LT
CD8+CD38+ (p=0,0042 r=-0,3428, p ajustado=0,0308; Figura 50C) y LT CD8+CD38/HLA-DR+
(p=0,0130 r=-0,2830, p ajustado=0,0477; Figura 50D); con el porcentaje de LT CD4* CD38* (p=0,0006
r=-0,3760, p ajustado=0,0132; Figura 50E), LT CD4+HLA-DR+ (p=0,0080 r=-0,2731, p
ajustado=0,0352; Figura 50F) y LT CD4+CD38/HLA-DR* (p=0,0058 1=-0,2713, p ajustado=0,0319;
Figura 50G). Ademas, se observaron correlaciones inversas entre el porcentaje de LT CD4+CD38+ y la
capacidad de mediar citotoxicidad directa (%lisis especifica, VITAL), tanto en la relacién T:E 1:1
(p=0,0317, r=-0,4697, p ajustado=0,0845; Figura 50H) como T:E 1:5 (p=0,0297, r=-0,5673, p

ajustado=0,0845; Figura 50I).
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Figura 50: Correlaciones entre aspectos evaluados en las muestras basales ex vivo (muestras basales grupos

TTa+TTe) y aquellos evaluados en la muestra al aio de iniciado el cART (post-cART) y luego de la expansion in vitro.
(A) Correlacion entre el porcentaje de LT CD8+* pentafuncionales observados post-cART y el porcentaje de LTsau CD8*
total en las muestras basales. (B-G) Correlaciones entre la capacidad de los LT CD8" de mediar VIA post-cART versus
(B) el porcentaje de LTy HIV-especificos, (C) el porcentaje de LT CD8+CD38*, (D) el porcentaje de LT
CDB8+CD38/HLA-DR*, (E) el porcentaje de LT CD4+*CD38+, (F) el porcentaje de LT CD4+HLA-DR* y (G) el porcentaje
de LT CD4* CD38/HLA-DR*, en la muestra basal. (H) Correlacion entre el porcentaje de Lisis especifica (VITAL en
relacion 1:1) post-cART y el porcentaje de LT CD4+CD38* en la muestra basal. (I) Correlacién entre el porcentaje de
Lisis especifica (VITAL en relacion 1:5) post-cART y el porcentaje de LT CD4*CD38 en la muestra basal. Los puntos
negros representan al grupe TTa y los grises al grupo TTe. Los valores de r y p corresponden a la prueba de

Spearman’s.
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1V.7.3.3. Relacion entre la calidad de la respuesta evaluada en las muestras pre-cART y los

aspectos evaluados en las muestras post-cART post-expansion

Por 1ltimo, y de forma andloga a lo expuesto en el parrafo anterior, se evalu¢ la existencia de
correlaciones entre los aspectos observados en las muestras previas al inicio del cART de ambos grupos
(basal para el grupo TTe y pre-cART para el grupo TTa) y los parametros funcionales y fenotipicos
evaluados en los LT CD8+ en las muestras post-cART expandidas in vitro. Primero, y como se describi6
para las muestras basales, se observé una correlacién positiva entre el porcentaje de LT CD8*
pentafuncionales en la muestra post-cART y el porcentaje LTscm CD8+ (tanto totales como HIV-
especificos) en la muestra pre-cART (p=0,0008 r=0,5045 p ajustado=0,0168 y p=0,0089 r=0,4417 p
ajustado=0,0504, respectivamente; Figura 514 y B). Por otro lado, se encontro que la magnitud de VIA
post-cART se correlacioné con mayores porcentajes de LTy CD8+ (p=0,0297, r=0,2197, p
ajustado=0,0941; Figura 51C) y LTyc CD8* (p=0,0217, r=0,2317, p ajustado=0,0041; Figura 51D); mayor
proporcién de LTy CD8+ HIV-especificos (p=0,0258, r=0,2461, p ajustado=0,0041; Figura 51E); mayor
proporcién de células PD-1+ dentro de la supoblacién Tye CD8* (p=0,0169, r=0,2409, p ajustado=0,0041;
Figura 51F); y menor porcentaje de LT CD8+CD38+ observados en la muestra pre-cART (p=0,0050,
r=0,3129, p ajustado=0,0912; Figura 51G). Por tltimo, y también en consonancia con lo descripto para la
muestra basal, la capacidad delos LT CD8* expandidos de mediar citotoxicidad (% Lisis especifica, VITAL
en relacién 1:1) en la muestra post-cART se correlacioné de manera inversa con el nivel de activacién

inmune en los LT CD4+ pre-cART (%CD38) (p=0,0373, r=-0,4272, p ajustado=0,0912; Figura 51H).
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Figura 51: Correlaciones entre aspectos evaluados en las muestras pre-cART ex vivo (basal grupo TTe + pre-cART
grupo TTa) v aquellos evaluados en la muestra al afio de iniciado el cART (post-cART) v post-expansién in vitro.
Comrelaciones entre €l porcentaje de LT CD8* pentafuncionales observados post-cART versus (A) el porcentaje de
LTscv CD8* totales y (B) el porcentaje de LTsau CD8* HIV-especificos en las muestras pre-cART. (C-G) Correlaciones
entre la capacidad de mediar VIA post-cART versus (C) el porcentaje de LT CD8+* totales, (ID) el porcentaje de LTnic
CDB8* totales, (E) el porcentaje de LTur CD8+ HIV-especificos, (F) el porcentaje de LTue CD8+PD-1* v (G) el porcentaje
de LT CD8+ CD38*, en las muestras pre-cART. (H) Correlacion entre el porcentaje de Lisis especifica (VITAL en
relacion 1:1) post-cART y el porcentaje de LT CD4 CD38* en las muestras pre-cART. Los puntos negros representan al
grupo TTay los grises al grupo TTe. Los valores de r y p corresponden ala prueba de Spearman’s.
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En conclusion, una mayor proporcion de LTscy CD8+, tanto en la muestra basal como pre-cART, se
correlacioné con una mayor proporcién de células HIV-especificas pentafuncionales post-cART (post-
expansion). La presencia de esta subpoblacién antes del cART resultaria una ventaja, ya que estas células
tienen mayor capacidad de autorenovarse, sobrevivir y repoblar la completa ruta de diferenciacién del
perfil de memoria [91, 148]. De esta manera, se explicaria la asociacién encontrada entre la presencia de
células con propiedades stem cell a tiempos tempranos de la infeccién y células pentafuncionales post-
cART, post-expansién. Por otro lado, aspectos relacionados ala diferenciaciéon del perfil de memoria y el
nivel de activacién inmune basal y pre-cART se relacionaron con la capacidad de las células T CD8+ de
mediar actividad antiviral post-cART, ya sea por mecanismos citoliticos como no citoliticos. Por lo tanto,
los resultados observados en las muestras obtenidas previo al inicio del cART indican que ciertos
parametros permitirian predecir la funcionalidad v caracteristicas de las células obtenidas luego del
empleo de protocolos de expansién. En otras palabas, estos parametros serian de utilidad como posibles
biomarcardores de la funcionalidad inmune de las células que persisten luego de instaurado el cART.
Ademas, esta informacién podria ser utilizada en el disefio e implementacién de terapias de remisién de la
replicacién viral personalizadas (tailor-made, hechas a medida). De esta manera, se podrian incorporar
moduladores de la respuesta inmune con el objetivo de subsanar los aspectos deletéreos observados a

tiempos tempranos y lograr asi células con mejores cualidades luego de la estimulacion ex vivo.
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DISCUSION

La implementacion del tratamiento antirretroviral combinado (cART) mejoré enormemente la calidad y
expectativa de vida de los individuos infectados por HIV. Sin embargo, el cART no es capaz de eliminar el
reservorio viral por si solo, transformando la terapia en un tratamiento de por vida que no logra curar la
infeccién. Muchas estrategias han sido propuestas para lograr la eliminacién de los reservorios virales (o
al menos la remisién virolégica sostenida) y el éxito de algunas de ellas depende en gran medida de la
actividad de los LT CD8+ HIV-especificos [70, 149]. Pero el conocimiento disponible acerca de la calidad
de la respuesta T CD8+ HIV-especifica en individuos que se encuentran bajo cART no es preciso ni

completo.

El inicio temprano del tratamiento antirretroviral trae aparejade profundos beneficios, tanto sobre
parametros virolégicos, inmunologicos y clinicos en los sujetos infectados [86, 87, 134, 150]. De manera
anéloga, la mayor persistencia del antigeno tiene consecuencias deletéreas sobre las células T CD8+ HIV-
especificas, lo que resulta, con el tiempo, en una respuesta inmune exhausta e hiperactivada [87, 151].
Mas atin, cudnto maés tarde es iniciado el cART mayor es el tamano del reservorio viral y, ademas, su
composicién resulta alterada, siendo poblade mayoritariamente por variantes con mutaciones de escape
en epitopes CD8+ inmunodominantes [152]. Sin embargo, diferentes estudios indican que, en individuos
bajo cART, los LT CD8* que persisten luego de la expansién ex vivo son capaces de ejercer actividad
antiviral in vitro, incluso frente a células reactivadas (es decir, LT CD4* latentemente infectados
expuestos a agentes de reversién de la latencia) [125, 152, 153], pero la eliminacién de las células

infectadas y reactivadas no llega a ser completa [154].

Pocos trabajos han investigado el impacto del incio de la terapia antirretroviral, a diferentes tiempos
después de la infeccion, sobre la magnitud y amplitud de la respuesta de las células T CD8+ [114, 155, 156].
Sin embargo, ninguna de estas aproximaciones ha evaluado cémo esas diferencias impactan en la
actividad antiviral final, aspecto importante a considerar frente al desarrollo e implementacion de
estrategias terapéuticas para lograr la remisién virolégica. En sintesis, resta identificar y evaluar en
profundidad aquellas caracteristicas funcionales y fenotipicas de las células T CD8* que se asociarian a un
mejor control viral en el contexto de la reactivacion del reservorio, de manera de ser estimuladas

posteriormente para lograr la cura o la remisién de la infeccién.

En este contexto, el ohjetivo general de este trabajo fue estudiar miiltiples aspectos funcionales y

fenotipicos de la respuesta T CD8+ HIV-especifica en muestras obtenidas de individuos HIV+ que
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iniciaron tratamiento a diferentes tiempos post-infeccion. Los grupos de estudio incluidos en el trabajo
ejemplifican dos situaciones que encontrariamos en la actualidad en sujetos infectados, los cuales serian

potenciales candidatos a someterse a las terapias de remisién virologica.

Los resultados obtemnidos en esta tesis indican que: i) el haber comenzado el cART a tiempos
tempranos luego de la infeccién impacté positivamente en la recuperacion del recuento de LT CD4+ post-
cART (Figura 21); ii) las respuestas T CD8+ Nef- y p24-especificas pudieron ser expandidas in vitro, tanto
en el grupo TTa como TTe, luego de un ano de haber iniciado el cART (Figura 24); iii) se observaron
elevados porcentajes de células T CD8+ Nef- y p24-especificas polifuncionales post-expansién, con un
perfil incluso comparable a las células CEF-especificas (Figuras 26 y 27); iv) luego de la expansién, el
perfil de memoria de los LT CD8+ resulto fuertemente diferenciado hacia un fenotipo efector, aunque los
individuos del grupo TTe mostraron una mayor preservacién de las subpoblaciones de células Ty, Tsem ¥
Tme CD8* (Figuras 28, 29 y 31); v) la expresion de PD-1 post-expansién estuvo principalmente
concentrada en las células Tye CD8+ HIV-especificas y este pardmetro se correlacioné con una mayor
pelifuncionalidad de los LT CD8* post-expansion (Figuras 30, 31, 32 y 41); vi) los LT CD8+ expandidos,
tanto Nef- como p24-especificos, mostraron una alta eficiencia al momento de ejercer actividad antiviral
(a través de mecanismos citoliticos y no citoliticos) y la magnitud de éste parametro se relacioné con una
mayor proporciéon de LT CD8* de memoria efectora diferenciados (en el caso de ambos ensayos VIA y
VITAL), con la polifuncionalidad (VITAL) y con la proporcién de LT CD8+ HIV-especificos PD-1+ (VITAL)
(Figuras 38, 39, 40 Yy 41); vii) la recuperacién de los pardmetros clinicos (recuento absoluto de LT CD4+y
relacibn CD4/CD8) luego de un ano de haber iniciado el eART, fue méis pronunciada en aquellos
individuos que mostraron una diferenciacion conservada del perfil de memoria, menor expresion total de
PD-1, asi como menores niveles de activacién inmune, tanto en los LT CD8+ como CD4+ en la muestra
pre-cART (Figuras 48 y 49); viii) se encontré que, ciertos parametros observados en las muestras basales
y pre-cART nos permitirian predecir las caracteristicas funcionales post-expansiéon de los LT CD8+ que
persisten post-cART: un perfil de memoria con menor diferenciacién en las muestras tomadas antes del
cART correlacioné con una mayor proporcién de LT CD8+ polifuncionales y con una mayor capacidad
citotéxica en la muestra post-cART, asimismo menores niveles de activacién basales y pre-cART también

mostraron correlacionar positivamente con la capacidad de ejercer actividad antiviral post-cART (VIA y

VITAL) (Figuras 50 y 51).
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La mayor contribucién de este trabajo yace en la profunda caracterizacién inmune y funcional lograda
en las muestras obtenidas de individuos bajo tratamiento, asi como también en la evaluacién del impacto
del momento de inicio del mismo sobre ésos parametros. El protocolo de expansiéon nos permitié ilustrar,
como una primera aproximacion, el efecto de la re-estimulacién de los LT CD8+ HIV-especificos mediado
por antigenos virales, simulando lo que ocurriria en el caso de una reactivacién del reservorio en el
contexto de la aplicaciéon de estrategias de cura y/o remisién virologica. Ademas, se lograron identificar
posibles biomarcadores tempranos (evaluados antes del cART) que permitirian predecir aspectos
funcionales de las células T CD8+ que persisten luego de iniciado el cART, aspecto que cobra importancia

ala hora de plantear estrategias de cura funcional “"hechas a lamedida™ para cada individuo.

El inicio del tratamiento antirretroviral se traduce en la disminucién a niveles indetectables de los
antigenos virales circulantes en aquellos individuos que muestran una buena adherencia. Esto lleva a una
dramatica reduccion de la frecuencia de LT CD8* HIV-especificos circulantes [77, 78, 157-160]. Por este
motivo, para lograr estudiar la respuesta inmune especifica en las muestras obtenidas luego del inicio del
cART se decidié implementar un protocolo de expansion celular in vitro. Diferentes autores ya han
demostrado la utilidad de estimular las respuestas HIV-especificas para lograr una actividad 6ptima [81,
114, 122, 124, 125, 152, 153, 161-164]. En este trabajo, se analizaron particularmente las respuestas de las
células T CD8* expandidas con pooles de péptidos correspondientes a las proteinas Nef v Gag (p17 v p24)
por las siguientes razones: 1) durante la infeccién aguda, Nef es el blanco inmunodominante [92, 93, 165],
aunque la respuesta luego se diversifica hacia otros epitopes virales incluyendo péptidos de la proteina
Gag [05, 06, 90, 133, 166]; 2) altas frecuencias de LT CD8* polifuncionales dirigidos contra Gag y Nef se
asociaron con un menor set-point viral [167]; 3) las respuestas CD8+ Gag-especificas se asociaron a un
mayor control viral en diferentes escenarios [95, 96, 99, 168], particularmente, la inmunodominancia
anti-Gag a tiempos tempranos post-infeccién se asocié con una mejor actividad antiviral y con una
progresion mas lenta hacia la enfermedad [75]; 4) las respuestas Gag-especificas “expandibles™ se
asociaron con una mayor capacidad de mediar actividad antiviral y menores tasas de replicacién viral
residual en individuos Elite Controllers [162, 169]; 5) la expresiéon de la proteina Nef es detectable en
PBMCs de individuos bajo cART, lo que conllevaria a una estimulacién persistente de la respuesta Nef-
especifica en estos individuos [170] y 6) los LT CD4* de individuos bajo tratamiento prolongado contienen

secuencias provirales “defectivas”que son capaces de expresar la proteina Nef [171].
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En primer lugar, en este trabajo quedo ilustrado el gran impacto que posee el inicio temprano del
cART sobre distintos parametros. Los sujetos del grupo TTe lograron, luego de un ano de iniciado el
cART, reconstituir de manera mas eficiente la poblaciéon de LT CD4+, independientemente de los elevados
niveles de carga viral y activacion inmune demostrados en la muestra basal (Figuras 21 y 22). Por su
parte, los individuos del grupo TTa mostraron en la muestra pre-cART, niveles elevados de activacién
inmune principalmente en el compartimento CD4+, probablemente consecuencia de la prolongada
estimulacién antigénica que se traduciria en una peor recuperacién clinica luego de un ano de iniciado el
cART [137]. Los beneficios del inicio temprano del cART ya fueron ampliamente estudiados y, estos

resultados estan en linea con lo reportado [86, 87, 134, 150].

Luego, se comprobo que, a pesar de que la respuesta pre-expansiéon fue muy baja v, en algunos casos hasta
indetectable, esta pudo ser especifica y significativamente expandida en ambos grupos de estudio (Figura
24A). Sin embargo, los sujetos TTa mostraron, en términos de especificidad, una distribucion mas
pareja de la respuesta hacia los tres antigenos de HIV evaluados. En cambio, los sujetos del grupo TTe,
mostraron una respuesta post-expansiéon mas acotada y dirigida principalmente hacia Nef y p24 (Figura
24B). Esto podria deberse al hecho de que los individuos del grupo TTa estuvieron bajo estimulacién
antigénica durante periodos de tiempo mas prolongados, lo que habria permitido que los LT CD8+* de
estos sujetos desarrollaran un mayor espectro de reconocimiento a diferentes antigenos virales. Deng y
col. demostraron que una respuesta T CD8+ mas amplia, es decir, dirigida contra un mayor ntimero de

epitopes, seria favorable al momento de la eliminacién de LT CD4+ infectados y reactivados [152].

La polifuncionalidad de la respuesta T fue postulada como un correlato de control viral en base a
estudios donde se evaluo la capacidad de las células T CD8+ de degranular y secretar multiples
mediadores solubles luego de la estimulacién entre individuos con répida progresién hacia la enfermedad
versus controladores a largo plazo [107, 167]. Mas tarde, se demostrdé que la ausencia de células
polifuncionales no se correlaciona necesariamente con una mayor progresion hacia la enfermedad [75]. Al
contrario, la pérdida de la polifuncionalidad seria una consecuencia de la estimulacion antigénica
constante durante la infeccién crénica virémica, lo que conduciria en tltima instancia al agotamiento v
disfuncién celular [172, 173]. De todas maneras, la capacidad de los LT CD8+ de mediar funciones
simultaneas frente a la estimulacién antigénica continta considerandose como una respuesta beneficiosa
en distintos escenarios. Aqui, una proporcién significativa de LT CD8+ expandidos mostré habilidad de

mediar funciones diferentes y simultdneas (Figuras 26 y 27). En linea con esto, varios trabajos han
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demostrado que, luego de la expansion de los LT CD8* con péptidos especificos, se evidencia una
significativa presencia de células polifuncionales [139, 162]. Particularmente, Ndhlovu y colaboradores
[162] demostraron que, luego de expandir las células con un protocolo similar al empleado en esta tesis,
los individuos EC poseian mayor frecuencia de células polifuncionales, comparado a un grupo de sujetos
créonicamente infectados bajo tratamiento. A diferencia de Ndhlovu y col, aqui no se observaron
diferencias entre los grupos bajo estudio, es decir, las células fueron igualmente polifuncionales post-
expansién en el grupo TTa y TTe. Un aspecto a considerar al comparar estas observaciones, es el hecho
que los grupos estudiados en este trabajo no son tan opuestos como lo son el grupo EC y de individuos
crénicamente infectados bajo tratamiento. Entonces, diferencias mas sutiles podrian existir entre los
grupos TTa y TTe que no puedieron evidenciarse en este sistema experimental. Ademads, un estudio
similar indicé que diferencias en el tiempo de inicio del cART no impacté significativamente sobre el
perfil de polifuncionalidad de los LT CD8+ post-cART, aunque evaluado directamente ex vivo [114]. Por
otro lado, en este trabajo se evaluo el perfil polifuncional a tiempos tempranos luego de la infeccién v
antes de instaurar el cART. Se encontré que, a pesar de existir diferencias significativas en el perfil
polifuncional en las muestras tomadas antes del cART y su respectiva muestra post-cART (post-
expansion; Figura 42), 1a expansién logré revertir las diferencias observadas y equiparar la capacidad

funcional en ambos grupos hacia un perfil mucho mas polifuncional.

Los LT CD8+ atraviesan un proceso de diferenciacién de células Ty hacia diferentes subpoblaciones de
memoria y efectoras. Cada subpoblacion se caracteriza por atributos particulares en cuanto a la capacidad
de autorenovacion, de proliferacién y funcionalidad [00, 91]. Durante el curso natural de la infeccién por
HIV, el perfil de diferenciacion de memoria de las células T CD8* resulta severamente alterado,
reflejando una diferenciacién terminal inapropiada de las células efectoras [48, 112, 174]. Esta alteracién
ha sido asociada con una mayor tasa de progresién ala enfermedad [112, 175], v el tratamiento efectivo no
lograria restaurar completamente este aspecto [163]. En este trabajo, la diferenciacion del perfil de
memoria fue evaluada en los LT CD8+ luego de la expansién in vitro, es decir, en condiciones de intensa
estimulacién antigénica e intensa sefial de proliferacién impulsada por la citoquina IL-2. Bajo estas
condiciones, cabia esperar que los LT CD8+ se diferenciaran hacia un perfil de memoria efector terminal.
Sin embargo, esto no se vié reflejado de igual manera en los dos grupos incluidos en el estudio: los
individuos TTe presentaron proporciones aumentadas de células Tscm vy Tmc CD8* luego de la

estimulacién en los tres compartimentos evaluados (LT CD8+ totales, LT CD8+ HIV-especificos y LT CD8+
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PD-17; Figuras 28, 29 iy 31). Inicialmente, esto podria considerarse como una caracteristica ventajosa, ya
que estos individuos lograron una preservaciéon de células menos diferenciadas con capacidades de
proliferacién y autorenovacion conservadas. Sin embargo, como se discutird méas adelante, este aspecto se
correlacioné de manera inversa con la capacidad de mediar funcién antiviral. Los LTscyq CD8+ han sido
descriptos como una subpoblacién de células que ha experimentado un encuentro con el antigeno pero
que retiene la expresiéon de un nicleo de genes que son expresados por las células Ty. Ademas, presentan
una capacidad de proliferacién homeostatica superior, logran persistir mayores periodos de tiempo, y lo
que resulta mas interesante en el contexto de la implementacién de terapias de remision virolégica, son
capaces de repoblar completamente la ruta de diferenciacién de memoria [go, 91]. Recientemente, se
reporté que los individuos HIV+ que reciben cART tienen mayores proporciones de células CD8+ Tscm y
que, incluso, su frecuencia aumenta a medida que se extiende el tiempo de tratamiento [176]. En linea con
esto, al evaluar la muestra basal en los individuos del grupo TTe se observé una mayor representacién de
células con un perfil menos diferenciado (LTy, LTscy v LTvc CD8+) comparado a la muestras basal del
grupo TTa (Figuras 43, 44 y 46). Esto podria explicar que en el grupo TTe se observaran mayores
proporciones de LTscy CD8* luego de la expansidn, principalmente al tener en cuenta que ambos grupos
(TTa y TTe) poseian una mediana de tiempo bajo tratamiento similar al momento de la toma de muestra
post-cART. Incluso, se observd que la proporcién de LTsem CD8* en las muestras obtenidas antes del
cART (muestras basales y pre-cART) se correlacion6 positivamente con la presencia de LT CD8+
pentafuncionales en la muestra post-cART luego de la expansién (Figuras 50A y 51A). En el caso de
regimenes que implican la transferencia adoptiva de células T, estrategias ya exploradas para el
tratamiento del céncer e infecciones virales [71-73], se ha deseripto que la respuesta se ve afectada por la
diferenciacion de los LT CD8+: aunque las células de memoria efectora estan en un estadio de completa
diferenciacién funeional, su menor capacidad proliferativa compromete el éxito de la terapéutica. Es decir
que, en un modelo ideal, seria 6ptimo conservar un perfil de memoria con menor diferenciaciéon que, a su
vez, fuese capaz de originar LT CD8+ efectores rdpidamente frente a la re-estimulacién antigénica. Por
ello, se estan evaluando diferentes estrategias que logren limitar la diferenciacién del fenotipo de
memoria ex vivo pero reteniendo la diferenciacion funcional de las células efectoras terminales [177]. El
mismo razonamiento podria aplicarse en este contexto: los sujetos TTe poseen la ventaja de preservar
subpoblaciones de LTscy, pero deberian explorarse estrategias que logren potenciar el desarrollo rapido
de actividad antiviral. Por otro lado, se observo que en la muestra pre-cART la capacidad de lograr una

diferenciacion hacia un fenotipo terminal (es decir mayor proporeién de LTgr CD8* y menor proporcion
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de TuE) se correlaciond positivamente tanto con el recuento de LT CD4* como con la relacién CD4/CD8
observados al anio de haber iniciado el cART (Figuras 48 y 40). Ya se ha descripto que, durante el
transcurso de la infeccién, los LT CD8* tienden a perder la capacidad de diferenciarse hacia un fenotipo
terminal. Este fenémeno fue descripto como un bloqueo en la diferenciacion terminal del compartimento
celular HIV-especifico durante la infeccién crénica [144] y fue posteriormente confirmado en otros
estadios como en la infeccion aguda [48, 178, 179]. El analisis de correlaciones realizado en este trabajo
aport6é mas evidencia a este fenémeno ya que la relacién Tyg/(Tne+Tzr) de los LT CD8+ evaluados en la
muestra pre-cART se correlacion6 inversamente con el recuente de LT CD4+ y con la relacién CD4/CD8
post-cART (Figura 48 y 49). Estos resultados, podrian explicar por qué los individuos del grupo TTa no
logran un mejor status clinico al ano de haber iniciado el cART (Figura 20B y C). Ademas, junto a datos
reportados previamente en otras cohortes [175, 180], indican claramente que el deterioro temprano en las
vias de diferenciacién de las células T CD8+ se asocia con una mayor progresién a la enfermedad, incluso

desde tiempos muy tempranos post-infeccion, y que no puede ser completamente revertido por el cART.

En un siguiente paso, se investigd la expresion de PD-1 luego de la expansién in vitro de los LT CD8+.
La molécula PD-1 es un co-receptor inhibitorio que estd involucrado en la regulacién del umbral de
respuestas antigénicas de células Ty B. Ejerce funciones moduladoras Gnicas, que dependen no sélo de su
presencia/ausencia, sino también de su nivel de expresién en la superficie celular [181, 182]. En modelos
de infecciones virales crénicas, se encontré una expresién extremadamente alta y persitente de PD-1 en
células T. Este fenotipo PD-1"g" se ha asociado con un estado de agotamiento celular, incluso en la
infeceién por HIV [112, 144, 145, 181, 183, 184]. En este estudio, la expresién de PD-1 en los LT CD8+ post-
expansion fue baja al compararse con otros reportes que miden la expresion de PD-1 pero directamente ex
vivo (Figura 30). Esto podria ser el resultado de una modulacién negativa del receptor durante la
expansion o de la muerte selectiva de las células PD-1*. La tltima opcién estd en consonancia con la
nocién que las células PD-1+ muestran una menor actividad de telomerasa y acortamiento telomérico, lo
que las hace suspceptible a la muerte celular [185, 186]. La expresiéon de PD-1 en células expandidas
estuvo concentrada en el compartimento de LT CD8+ HIV-especificos, particularmente dentro de los LTue
CD8+ (Figuras 30, 32 y 323). Sorprendentemente, se enconiraron correlaciones positivas entre la
expresion de PD-1 en los LT CD8* HIV-especificos expandidos y su nivel de polifuncionalidad (Figura 41).
Esto coincide con datos provistos por Hokey y col., quienes encontraron una alta expresién de PD-1 en

células activadas con un perfil Tyz, lo que sugiere que PD-1 podria jugar un rol co-estimulatorio sobre
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ciertas subpoblaciones de LT CD8* [187]. Mas atn, un estudio reciente demostré que las células CD§+
tumor-especificas que persisten luego de la transferencia adoptiva de linfocitos son mayormente
pelifuncionales y expresan simultineamente altos niveles de PD-1 [188]. Por otro lado, se observé una
mayor expresion de PD-1 en la muestra pre-cART del grupo TTa comparado con las muestras basales de
ambos grupos (Figura 45). Esto coincide con el hecho que la muestra pre-cART del grupo TTa estuvo
sometida durante mayor tiempo a la estimulaciéon antigénica. Mas atin, se observé que mayores niveles de
expresién de PD-1 pre-cART impactaron negativamente, tanto sobre el recuento de CD4* como en la
relaciéon CD4/CD8 evaluado al afio post-cART (Figuras 48D y 49D). Ademas, muy recientemente nuestro
grupo demostré que una elevada expresion de PD-1 en LT CD8+ antes de instaurado el cART se
correlaciona con un reservorio viral de mayor tamano luego de un ano de iniciado el cART [189]. Es decir,
que la expresiéon de PD-1 evaluada antes de iniciado el cART podria permitir predecir diferentes aspectos
virelégicos e inmunolbgicos post-cART. En conjunto, todos estos resultados estdn en concordancia con
reportes que sugieren que PD-1 tendria un rol dual en el transcurso de la infeccion, actuando como
marcador de activacién celular durante la infeccién agnda y como marcador de agotamiento durante la
etapa crénica de la infeccion [181, 190]. Asi, en el contexto de la re-estimulacién antigénica en individuos
bajo cART, la elevada expresion de PD-1 en LTae y LTer podria implicar que esta molécula estaria
actuando como marcador de activacion, simulando lo que sucederia durante la infeccion aguda. Esto, a su
vez, permitiria explicar la correlacién directa observada entre la proporcién de LTyg CD8+ PD-1+ HIV-
especificos versus la capacidad de los LT CD8+ de mediar polifuncionalidad y actividad antiviral post-
cART (VITAL) (Figura 41). Estos datos resaltan el hecho de que el rol de la molécula PD-1 en el contexto
de la reactivacién viral necesita ser estudiado con més profundidad. Diversos estudios han demostrado los
beneficios que surgen de la inhibicién de la sefializacion de PD-1/PD-1 Ligando, al momento de la
estimulacién de los LT CD8+ [185, 191]. Se cree que, en futuros esquemas terapéuticos, se lograrian
resultados 6ptimos al incluir no solo moléculas que modulen las senales inhibitorias si no terapias

combinadas que también estimulen la respuesta inmune especifica [68, 192].

La habilidad de los LT CD8+ de eliminar células infectadas depende de multiples factores y puede ocurrir
por distintos mecanismos, como ser a través de mediadores solubles (mecanismos no citoliticos) o por
mecanismos citoliticos. Entonces, para evaluar el posible impacto de la polifuncionalidad y el fenotipo de
los LT CD8+ analizados en la muestra post-cART y post-expansién sobre la capacidad de mediar

actividad antiviral en nuestro modelo, se usaron dos ensayos diferentes. Por un lado, se empleé el
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ensayo de inhibicién viral o VIA, que provee una medicién global del potencial antiviral de los LT CD8*
mediado tanto por mecanismos citoliticos como no citoliticos [127], ¥ nos permitié evaluar la inhibicién
de la replicacién de cuatro cepas virales diferentes. Aunque aporta una imagen global de la respuesta
antiviral, no permite discriminar si la citotoxicidad juega un rol antiviral importante en este modelo de
expansion. Para evaluar especificamente esto, se implementé en paralelo, el ensayo VITAL desarrollado
por Herman y col. [128]. Este método es una técnica versatil que permite evaluar particularmente la
citotoxicidad directa, siendo necesario el contacto directo entre las células efectoras y las células target. Se
consider6 relevante discriminar estos dos mecanismos ya que, en un contexto de reactivacién de la
replicacién viral durante la implementacién estrategias de eura y/o remisién virolégica, seria preferible la
estimulacion de la capacidad de reconocer y eliminar rapidamente células infectadas reactivadas de
manera eficiente frente al desarrollo de mecanismos no citoliticos de inhibicién viral [193]. De esta
manera, estos experimentos aportan informacién complementaria, permitiendo una caracterizacién mas
profunda de la respuesta inmune antiviral. Los resultados mostraron que, tanto los LT CD8+ Nef-
especificos como los p24-especificos expandidos a partir de las muestras post-cART de ambos grupos de
individuos, fueron capaces de mediar VIA contra el amplio repertorio de virus ensayados que incluyeron
cepas virales de relevancia clinica (Figura 35). Las células HIV-especificas del grupo TTa mostraron una
tendencia hacia una mayor capacidad de ejercer VIA que las del grupo TTe, pero la diferencia fue
significativa solo cuando se analiz6 la respuesta p24-especifica. La magnitud del ensayo VIA se
correlacioné con el nivel de diferenciacién de los LT CD8+ post-cART post-expansién va que se
encontraron correlaciones inversas con las proporciones de LTsan y LTme CD8* y directa con la
proporcién de LTer CD8+, demostrando la necesidad de desarrollar una diferenciacién completa para
lograr mediar VIA con mayor magnitud (Figura 38). En un trabajo previo de nuestro grupo se demostro
que una mayor diferenciacién haeia un perfil de memoria terminal se relaciona con una mayor actividad
antiviral evaluada directamente ex vivo en individuos sin tratamiento [112]. Aqui, esta asociacion se
mantuvo incluso en individuos bajo cART y luego de la expansién de los LT CD8+, lo que es consistente
con reportes que probaron que las células de memoria diferenciadas son eficientes en el control de nuevas
infecciones virales debido a que estan dotadas de funciones efectoras inmediatas [87, 194]. Al evaluar la
magnitud del ensayo VITAL, no se encontraron diferencias entre los grupos. La magnitud del VITAL se
correlacioné de manera directa con una mayor proporcién de LTgr CD8+ HIV-especificos, y con la
proporcién de LT CD8+ capaces de degranular y secretar [FN-y, TNF-a, y MIP-1f, ya sea como funciones

unicas o en combinacién con otras funciones (Figuras 39 y 40). En linea con esto, se ha reportado que la
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expresion en superficie de CD107A/B, como funcién unica o acompaiiada por la secrecion de IFN-y, se
asocid con la capacidad de los LT CD8+ antigeno-especificos de eliminar células infectadas, aunque esto
demostrado por ensayos de tipo VIA [75, 195-199]. Por otro lado, la produccién de MIP-1f se ha asociado
con una mayor magnitud de VIA ya que interfiere con la infeccién al bloquear la unién al co-receptor
CCR5 [195]. En nuestro modelo, no se encontraron diferencias entre grupos en el porcentaje total de LT
CDB8+ productores de MIP-1p, lo que es consistente con la falta de diferencia en la magnitud del ensayo de
VIA entre ambos grupos. A la fecha, ningn reporte asoci6 la capacidad de mediar VITAL con el nivel de
degranulacién de los LT CD8+ HIV-especificos luego de la expansion, lo que representa un nuevo aporte
en este trabajo. Cabe destacar que, la mayoria de las correlaciones encontradas para el ensayo VITAL
estuvieron condicionadas mayormente por los resultados obtenidos para las respuestas Nef-especificas.
Mais auin, fue evidente que las células Nef-especificas mostraron una tendencia hacia una mayor capacidad
de mediar citotoxicidad directa. Dado que la expresién de los ARNm virales aumenta dentro de la hora
post-estimulacion de LT CD4+ de los individuos bajo cART v que hay generacion de progenie luego de 6
horas, los LT CD8+ que sean capaces de reconocer especificamente productos virales tempranos, como la
proteina Nef, serian muy beneficiosos a la hora de implementar estrategias de remisién virologica. Estas
células podrian eliminar efectivamente células infectadas reactivadas justo antes de que se produzca la
diseminacion viral y la modulacién negativa del complejo mayor de histocompatibilidad en la superficie
celular, lo que imposibilitaria su reconocimiento [164]. Es mas, un trabajo publicado recientemente
demostré que, en individuos tratados, la expresién continua de la proteina Nef estd asociada al
mantenimiento de LT CD8+ Nef-especificos circulantes [88]. Entonces, el conjunto de estos resultados
resaltan la importancia de esta proteina como blanco contra el cual dirigir la respuesta inmune en

estrategias de cura, remision y también en formulaciones vacunales.

Por dltimo, se estudié la existencia de posibles relaciones entre los parametros evaluados antes de
iniciado el cART yla capacidad de mediar actividad antiviral post-cART, de manera de plantear posibles
predictores tempranos de la funcionalidad inmune. Se encontré que, mayores proporciones de
LTye CD8+ HIV-especificos tanto en las muestras basales como en las muestras pre-cART y mayor
proporcién LTue CD8+PD-1+ pre-cART se correlacionaron de manera directa con la capacidad de mediar
VIA post-cART post-expaunsion (Figuras 50 y 51). En linea con esto, también se encontraron correlaciones
positivas entre la preservacién de subpoblaciones con menor diferenciaciéon (LTy y LTne CD8* totales) en

las muestras pre-cART y mayor capacidad de mediar VIA. Finalmente, y como ya fue reportado por
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nuestro grupo pero en un modelo ex vive y utilizando muestras de individuos sin tratamiento, el nivel de
activacién inmune en las muestras basales y pre-cART se correlacioné de manera inversa con la capacidad
de los LT CD8* de mediar inhibicién viral post-cART (VIA y VITAL) [200]. Esto indicaria que, lograr
reducir los niveles de activacién inmune a tiempos tempranos post-infeccién repercutiria fuertemente en

la capacidad antiviral de las células que persisten luego de iniciado el cART.

Entre las limitaciones de este trabajo podemos nombrar: i) el empleo de un protocolo de estimulacién
prolongada y potente podria estar enmascarando diferencias sutiles entre los grupos estudiados, por
ejemplo, como consecuencia de la muerte celular de ciertas subpoblaciones celulares v la supervivencia de
otras comunes a ambos grupos; por lo tanto, no podemos excluir la posibilidad de que con protocolos de
expansion alternativos (como mediante el uso de IL-7 o IL-15) puedan surgir diferencias intergrupos; ii)
identificar las células HIV-especificas mediante la combinacién de moléculas marcadas con el mismo
fluorocromo lleva a la subestimacién de la respuesta especifica, que podria estar siendo evaluada
erroneamente como parte del compartimento de células totales; iii) no se evalué la produccion de
perforinas y granzimas, componentes claves en la funcién antiviral de los LT CD8+, y por lo tanto no se
tuvieron en cuenta para describir la calidad de las células CD8+; iv) el grupo TTa esta constituido por
individuos muy heterogéneos, lo que dificulta el analisis e interpretacién de los datos; v) algunos de los
individuos del grupo TTe podrian haber iniciado tratamiento incluso luego de la seroconversion, por lo
que no representan individuos tratados tan tempranamente como lo son aquellos definidos en otras
cohortes que incluyen individuos identificados durante los estadios de Fiebig I y II [87]. Este dltimo
aspecto podria interpretarse como una ventaja en términos de la potencial aplicacién de los resultados a
la practica diaria. La identificacién de un individuo con infeccién aguda en estadios de Fiebig I a III es
extremadamente inusual. Por el contrario, el diagnéstico durante la fase aguda ocurre, generalmente,
cuando los sujetos se encuentran cursando las etapas tardias de Fiebig (Fiebig IV a VI). Por lo tanto, el
escenario planteado en esta tesis representaria de manera mas fidedigna lo que sucede en un contexto

real.

Los datos presentados en esta tesis remarcan la importancia de la caracterizacién funcional de los LT
CD8+ que persisten una vez iniciado el cART. Su estudio exhaustivo permitird, al momento de la
implementacion de terapias de cura y/o remision virolégica, enfrentar estos desafios con un conocimiento
profundo de las caracteristicas funcionales 6ptimas o deletéreas de la respuesta inmune existentes y que

necesiten ser subsanadas.
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Eneste trabajo, se evalué exhaustivamente la calidad de los LT CD8* obtenidos post-expansion in vitre a
partir de muestras de invididuos HIV+ que iniciaron tratamiento de manera temprana o tardia luego de la
infeccién aguda, aportando resultados relevantes a considerar en el disefio y evaluacién de estrategias que
pretendan lograr la remisién virolbgica sostenida y que dependan, entre otras cosas, de la capacidad de
los LT CD8* de mediar citotoxicidad. Asimismo, se encontraron posibles biomarcadores que podrian ser
empleados como predictores de la respuesta T CD8+ HIV-especifica que se montaria en un contexto de
reactivacién viral. A pesar de la baja frecuencia de LT CD8+ HIV-especificos encontrada en individuos
bajo cART, fue posible expandir estas células in vitro y, mas atn, fueron capaces de mediar funciones
antivirales. Se observaron diferencias cualitativas menores en las respuestas de los LT CD8+ expandidos
entre ambos grupos estudiados, en su mayoria relacionadas al perfil de diferenciacién de memoria. Por lo
tanto, el inicio del tratamiento antes del set-point viral no representé un beneficio importante en términos
de calidad de la respuesta post-expansién, en nuestro modelo. En otras palabras, el hecho de haber
iniciado el cART durante la etapa crénica de la infeccion no representaria un obstaculo al momento de

incluir estos individuos como candidatos a somerterse a terapias de remisién virolégica.

Aunque demostramos aqui que la expansién in vitro tiene como resultado un respuesta antiviral
funcional, todavia queda dilucidar si este tipo de respuestas (con la especificidad y funcionalidad
adecuadas) pueden obtenerse in vivo (mediante vacunacién terapéutica, por ejemplo) o si una estrategia
de transferencia adoptiva de linfocitos T seria la mejor opecién para alcanzar la remisién virologica
sostenida en la infeccién por HIV. Ademads, deberia considerarse la inclusién de inmunomoduladores
(dirigidos contra checkpoints inmunes y/o agonistas de vias estimulatorias) para superar el dafio inmune
intrinseco causado por la infeccién en cada sujeto en particular, lo que llevaria al desarrollo de regimenes
terapéuticos “hechos a medida™ o personalizados para cada sujeto. Por lo tanto, y a modo de perspectiva,
quedan sentadas las bases para plantear estudios que busquen determinar el impacto de incluir
inmunomoduladores durante el proceso de expansion in vitro y asi lograr, en cada sujeto particular,
potenciar la respuesta antiviral observada. En este sentido, resultados preliminares de nuestro grupo
indican que ciertas caracteristicas de las células expandidas segiin nuestro modelo, se relacionan con el
tamano del reservorio al ano post-cART: mayores proporciones de LT CD8+ capaces de mediar mltiples
funciones y con un fenotipo efector se relacionaron con un tamano menor del reservorio. Estos resultados

proveeran informacién importante para disefar racionalmente y/o evaluar futuras estrategias para
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modular no solo la respuesta de células T anti-HIV si no también respuestas inmunes dirigidas contra

otros patogenos persistentes.
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