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CARACTERIZACION FENOTIPICA Y FUNCIONAL DE CELULAS DENDRITICAS
OBTENIDAS DE SANGRE PERIFERICA Y NODULOS LINFATICOS DE
PERSONAS INFECTADAS POR VIH.

Resumen

Las células dendriticas (CD) constituyen una poblacién heterogénea de
células de la inmunidad innata primordiales para el inicio de la respuesta
inmunoldgica contra patéogenos y en la regulacion de la respuesta inmune
adaptativa. Las CD son potentes presentadoras de antigeno y pueden modular la
respuesta inmune antiviral. Su papel en la inmunidad contra el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) continua sin esclarecerse. Los reportes acerca del
fenotipo y funcionalidad de las CD durante la infeccién por VIH contindan siendo
controversiales. Dada la importancia de la funcion de las CD, en este trabajo se
determind la expresion de proteinas relevantes para la presentacion de antigeno y
la regulacién de la activacién de los LT (linfocitos T), asi como también se
determiné la produccién de citocinas producidas por las CD convencionales (CDc) y
plasmacitoides (CDp) de sangre periférica (SP) y nddulos linfaticos (NL) de
personas infectadas por VIH. En este trabajo se discute la relevancia de las CD en
la patologia y la progresion de la infeccion por VIH, ya que nuestros resultados
demuestran que las CD de NL de individuos VIH+ tienen un fenotipo activado y
podrian contribuir al microambiente inflamatorio del NL afectando la activacién de

los LT. Las CDp de individuos VIH+ no solo producen IFN-a sino también TNF-a



después de ser estimuladas con ligandos de TLR, mientras que las CDc producen
IL-12 y TNF-a pero también aumentan la expresiéon de PD-L1. Este hallazgo no solo
ayuda en entender el papel de las CDc en la infeccion por VIH sino que puede tener
un impacto importante en el uso de anticuerpos bloqueadores contra PD-1 o PD-L1
como terapia alternativa para rescatar a los LT exhaustos. Ademas, los resultados
presentados en este trabajo podrian tener implicaciones en el uso de terapias
inmunoldgicas basadas en CD, ya que el NL es el sitio anatédmico dénde ocurre la
presentacion de antigeno. En conclusion, observamos que tanto las CDc como las
CDp de personas con VIH tienen un fenotipo activado, es decir expresan
marcadores de activacidén y proteinas co-estimuladoras, y ademas funcionalmente

son capaces de producir citocinas en respuesta a distintos ligandos de TLR.



1. INTRODUCCION

1.1 Infeccion por VIH

1.1.1 Impacto global de la infeccién por VIH

A mas de 30 afos de su descubrimiento como agente causal del sindrome
de imunodeficiencia adquirida (SIDA), la epidemia por el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) continda siendo un problema de salud a nivel mundial, impactando a
su vez, otras areas como la social, la politica y econdmica (ONUSIDA, 2015). En su
ultimo reporte, la ONUSIDA estimé que existen en el mundo mas de 36.7 millones
de personas infectadas por el virus, afectando por igual a hombres y mujeres
(ONUSIDA, 2015). Ademas, se notificaron 2.1 millones de nuevas infecciones por
VIH a nivel mundial y 1.1 millones de defunciones relacionadas con el SIDA en el
ano 2015 (ONUSIDA, 2015). En el mismo afo, aproximadamente 17 millones de
personas tuvieron acceso a la terapia antiretroviral, lo que representa el 46% de
todas las personas que viven con VIH en el mundo (ONUSIDA, 2015). En México, al
2015, se estimo que existen 126,309 personas infectadas y aproximadamente 4,763
defunciones a causa del SIDA en el afio 2014 (CENSIDA, 2015). En México, la
epidemia se mantiene en poblaciones clave como son hombres que tienen sexo con
hombres, hombres trabajadores del sexo y las personas que usan drogas

inyectadas (CENSIDA, 2014).



1.1.2 Historia natural de la infeccion por VIH

La infeccién por el VIH se caracteriza por la pérdida progresiva de los
linfocitos T (LT) CD4+. EI VIH es un lentivirus de la familia retroviridae que tiene
como principal blanco de infeccién a los LT CD4+, aunque también puede infectar
otras células como a las células dendriticas, monocitos y macréfagos (Laforge et
al., 2011, Smed-Sorensen et al., 2004, Granelli-Piperno et al., 2004, McElrath et
al., 1991). Para entrar a las células el virus utiliza el receptor CD4 y los co-
receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5. El numero de LT CD4+ en sangre y la
carga viral (copias de ARN viral en plasma) son parametros clinicos que se utilizan
para monitorear el estado inmunoldgico de las personas con VIH con respecto al
tiempo. Estos parametros también son utiles para describir la historia natural de la
infeccion por VIH, en tres etapas principalmente, la etapa aguda, la etapa cronica
y la etapa de SIDA (en personas sin tratamiento antirretrovial) (figura 1, linea azul
y verde). Ademas de dichos parametros clinicos, la historia natural de la infeccion
por VIH se puede explicar detallando el numero de LT CD4+ del intestino y la
activaciéon inmune cronica (figura 1, linea morada y roja respectivamente)
(Grossman et al, 2006). Durante las primeras semanas posteriores a la exposiciéon
al virus, la carga viral en plasma aumenta rapidamente al mismo tiempo que el
numero de LT CD4+ en sangre e intestino disminuye drasticamente (Brenchley et
al., 2004, Grossman et al., 2006). Durante la etapa aguda, entre el 25 y el 90% de
los individuos recién infectados refieren tener dolor de cabeza, mareos, fiebre,
diarrea entre otros sintomas parecidos a los de una gripe los cuales, en conjunto,

se conocen como sindrome retroviral agudo (Braun et al., 2014). Al final de la



etapa aguda, la carga viral comienza a disminuir hasta llegar a un punto de
equilibrio, mientras que el numero de LT CD4+ en sangre se recupera
parcialmente (Grossman et al., 2006) (figura 1, linea azul). La disminucién
observada en la carga viral en plasma al final de la etapa aguda se debe a la
respuesta del sistema inmunolégico, principalmente a la activacion de los LT
CD8+ o LT citotoxicos (figura 1, linea verde) (Grossman et al., 2006). Es
importante mencionar que en la etapa aguda, el numero de LT CD4+ del intestino
disminuye dramaticamente y no se recupera en ningun momento (figura 1, linea
morada) (Brenchley et al., 2004, Estes et al., 2008). La pérdida de los LT CD4+ del
intestino promueve alteraciones en la barrera intestinal lo que provoca la
traslocaciéon de productos bacterianos del lumen del intestino hacia la circulacion
sanguinea (Brenchley et al., 2006). Este fenbmeno es una de las causas de la
activacién cronica del sistema inmunolégico y se observa desde la etapa temprana
de la infeccién (figura 1, linea roja) (Brenchley et al., 2006). Durante la etapa
cronica o asintomatica, la carga viral y el numero de LT CD4+ se mantiene
constante durante un periodo aproximado de ocho a diez afos (figura 1)
(Grossman et al., 2006). Si la persona no recibe tratamiento antirretroviral, el
namero de LT CD4+ disminuye al grado de producir inmunodeficiencia severa y
por ende la aparicion de enfermedades oportunistas. La etapa de SIDA puede

durar dos a tres afios en promedio (figura 1) (Grossman et al., 2006).

Durante los primeros dias posteriores a la exposicion al VIH, el virus es
llevado por las CD a los NL drenantes mas cercanos a la ruta de entrada del virus.

El NL se convierte en una especie de fabrica de virus ya que en él residen



cuantiosos numeros de células blanco de infeccion (Pantaleo et al.,, 1994). La
presencia del virus en el NL y su replicacién en los LT CD4+, promueve la
infiltracién de otras células del sistema inmune que, a su vez, inducen procesos
inflamatorios en el NL y la activacién de mas células del sistema inmunolégico, lo

que provoca la hiperplasia del NL (Estes, 2013, Pantaleo et al., 1994).
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Figura 1. Historia natural de la infeccién por VIH. Modificado de Grossman et al, 2006.

El virus, al no erradicarse en una persona infectada, promueve la
produccion de citocinas y la inflamacion crénica en el NL. A su vez, la respuesta
anti inflamatoria mediada por LT reguladores que producen IL-10 y TGF-p,
promueve la produccion de colageno desde la etapa temprana de infeccién. Este
proceso constante que promueve la deposicion de colageno (Zeng et al., 2012,
Zeng et al.,, 2011, Schacker et al., 2002) con la consecuente pérdida de la
estructura o arquitectura del NL, lo que favorece de manera importante el colapso

del sistema inmunolégico (figura 2) (Estes, 2013, Schacker et al., 2002).
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La activacién inmunolégica cronica es una caracteristica particular de la
infeccion por VIH y uno de los mejores predictores de la progresién a SIDA (Sodora
and Silvestri, 2008). Es un factor que distingue la infeccidon patogénica y no
patogénica en modelos con primates no humanos (PNH) infectados con el virus de
la inmunodeficiencia en simios (VIS) (Sodora and Silvestri, 2008). Existen
huéspedes naturales del VIS como los simios "sooty mangabey" (Cercocebus atys),
los cuales no progresan a SIDA y no presentan activacion inmunolégica crénica a
pesar de tener niveles elevados de replicacién viral (Mir et al., 2012, Bosinger et al.,

2011, Sodora et al., 2009).

VIH+ VIH+
prana) (etapa crénica)
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(etapa tem
Wik _.,

Figura 2. Patogénesis del VIH en el nédulo linfatico. Modificado de Estes et al,
2013. En la primer colummna de la figura se muestra esquematizada la estructura del
NL en una persona no infectada (VIH-), la segunda columna representa el NL de un
individuo infectado (VIH+) en etapa temprana y la tercer columna representa el NL de
un individuo en etapa cronica. En la segunda fila se muestra una inmunohistoquimica
del NL, en café se observa la tincion de colageno y como éste se acumula conforme
progresa la infeccion. En la tercera fila se muestra una microscopia de fluorescencia
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del NL, en color rojo se observa la tincién de fibronectina y su acumulacién en
estadios avanzados de la infeccién por VIH.

Por otro lado, los macacos rhesus (Macaca mulatta), al ser infectados por el VIS
desarrollan la patogénesis del virus similar a los humanos, es decir, la pérdida
progresiva de LT CD4+, activacién inmune crénica y progresion a SIDA (Bosinger

et al., 2011, Pandrea et al., 2008).

Como ya se menciond anteriormente, una de las causas de la activaciéon
inmune cronica es la traslocacién bacteriana, en la cual las bacterias que se
encuentran en el lumen del intestino pasan a la circulacion sanguinea. La presencia
de otros patdégenos ademas del virus promueve un estado de activacion constante
en las células del sistema inmunoldgico. La activacion inmune crénica induce la
activacién policlonal de los linfocitos B, aumento en el recambio de LT, mayor
frecuencia de LT con fenotipo activado y mayores niveles de citocinas (como IL-6 y
TNF-a) y quimiocinas proinflamatorias en plasma de personas con VIH (Sodora and

Silvestri, 2008).

1.2 Células dendriticas

1.2.1 Generalidades de las células dendriticas

Las células dendriticas (CD) son consideradas el puente que une a la
inmunidad innata con la adaptativa, son las principales células presentadoras de
antigeno, lo cual las convierte en reguladoras del inicio de la respuesta inmune

adaptativa. Su importancia radica en la capacidad que tienen de capturar y procesar
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antigenos, los cuales, posteriormente son presentados a los LT en los érganos

linfoides secundarios (Banchereau et al., 2009, Banchereau and Steinman, 1998).

Las CD constituyen un grupo de células heterogéneas cuyas diferencias
radican en su localizacion, estado de maduracién y funcion (Merad and Manz,
2009). En humanos, las CD de sangre periférica han sido las mas estudiadas y se
han clasificado principalmente en dos subtipos: las CD convencionales (CDc) y las
CD plasmacitoides (CDp) (Merad and Manz, 2009). Ambas subpoblaciones se
caracterizan por la ausencia de marcadores de otros linajes celulares como los de
LT, monocitos, macrofagos, células B y células NK (CD3-, CD14-, CD19-, CD20- y
CD56-) y expresan moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase Il
(MHC, del inglés major histocompatibility complex), como HLA-DR (Sato and Fujita,
2007). Tanto las CDc como las CDp expresan diversos receptores que les permiten
reconocer patrones moleculares asociados a patdégenos, entre estos receptores se
encuentran los tipo toll (TLR, del inglés toll-like receptors) y las lectinas tipo C
(Mellman, 2013).

Las CD se encuentran en casi todos los tejidos y constantemente detectan la
presencia de patdégenos. En ausencia de infecciones, las CD poseen un fenotipo
inmaduro caracterizado por la expresion baja de proteinas co-estimuladoras (CD80 y
CD40) y de adhesion como CD54; la expresién de receptores para quimiocinas
inflamatorias (CXCR1, CCR1, CCR2 y CCRS5), asi como de receptores para
antigenos bacterianos y del complemento (Lanzavecchia and Sallusto, 2000). Una
vez que las CD reciben estimulos de maduracién, tales como citocinas inflamatorias

o los producidos por patégenos, éstas capturan y procesan el antigeno para después
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comenzar el proceso de maduracion. Al tiempo en que las CD van madurando,
migran hacia el NL, proceso facilitado por un cambio en la expresién de receptores a
quimiocinas (Sallusto and Lanzavecchia, 2000) e incrementado por sefales
inflamatorias (Randolph et al., 2008). El proceso de maduracién implica la
disminucién de la capacidad endocitica, el aumento de la expresion del MHC clase
II, el aumento en la expresion de proteinas co-estimuladoras como CD40, CD8O0,
CD86, la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, -6, -12, -18, -23, TNF-
o e IFN-a, y el incremento en la expresion del receptor de quimiocinas CCR7
(Mellman, 2013). Este ultimo facilita la migracion de las CD hacia el NL, lugar donde
realizan la presentacion de antigeno a los LT (Forster et al., 2008). Se conoce que
las CD comienzan a expresar el receptor CCR7 que las hace responder a un
estimulo quimiotactico generado por un gradiente de concentracion de las
quimiocinas CCL21 y CCL19 (producidas por las células de las venas linfaticas
iniciales y terminales de los NL y por CD maduras, respectivamente) (Randolph et
al., 2008). Asi, después de recibir un estimulo de maduracion, las CD que circulan
en sangre migran y se acumulan en la zona paracortical del NL, que es una zona
rica en LT (Sallusto and Lanzavecchia, 2000). Los inductores de maduracién de las
CD mejor caracterizados incluyen los ligandos de TLR, citocinas, la interaccion con
células NKT, NK vy linfocitos gamma-delta, asi como proteinas inducidas por la
interacciéon de las CD con LT activados (CD40-CD40L) (Banchereau and Steinman,
1998). Una vez que las CD se localizan en tejidos linfoides como el bazo o el NL,
éstas son capaces de activar a LT (Adema et al., 1997). De esta manera, se puede

decir que el fenotipo “funcional” de una CD madura involucra la reduccion en la
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capacidad de captura del antigeno, la expresion de proteinas co-estimuladoras, la
produccion de ciertas citocinas, como IL-12, IL-18 y TNF-a, y el aumento en la
capacidad estimuladora de los LT. Ademas de las proteinas co-estimuladoras y las
citocinas que inducen la activacion de un LT virgen, la regulacion de la activacion de
los LT en el NL, depende de senales inducidas por moléculas co-inhibidoras (PD-L1
y PD-L2) expresadas en la CD (Okazaki and Honjo, 2007). Se considera que si una
CD expresa moléculas de MHC-Il pero no expresa adecuadamente moléculas co-
estimuladoras y tampoco es capaz de producir citocinas, esta célula inducira
tolerancia inmunoldgica (Steinman et al., 2003). Recientemente, se ha propuesto
que la tolerancia inmune esta relacionada con la expresion de moléculas co-
inhibidoras de la familia B7-H1 (PD-L1) (Fife et al., 2009), es decir, que depende de
receptores inhibidores de la sefializacion mas que de la ausencia de marcadores de
maduraciéon expresados en la CD. Por tanto, las CD no sélo pueden activar a los LT
especificos ante la presencia de patdégenos, sino que también son capaces de
regular la activaciéon inmune al inducir LT reguladores e incluso pueden inducir
anergia o muerte celular en aquellos LT autoreactivos y contribuir a la tolerancia

periférica (Banchereau and Steinman, 1998).

1.2.2 Subtipos de células dendriticas

Las CD de sangre periférica se han clasificado principalmente en dos tipos,
las convencionales (CDc) y las plasmacitoides (CDp) (Sato and Fuijita, 2007). Las
CDc pueden originarse tanto de precursores mieloides como linfoides y se

caracterizan por ser CD33+, CD11c+ y HLA-DR+ (O'Doherty et al., 1994, Sato and
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Fujita, 2007). Las podemos encontrar en érganos linfoides primarios y secundarios,
asi como en érganos no linfoides. Pueden realizar funciones de procesamiento de
antigenos y, después de su estimulacion, producen citocinas como IL-12 e IL-18
(Sato and Fuijita, 2007, Dzionek et al., 2000, Ueno et al., 2007) y promueven la
polarizacion de los LT hacia respuesta Th1 (respuesta inflamatoria) (Langenkamp et
al., 2000) o hacia Th2 (Na et al., 2016). Por otro lado, las CDp se localizan en sangre
periférica y 6rganos linfoides (representan 0.2 al 0.8% de las células mononucleares
periféricas), expresan CD123, BDCA-2 y BDCA-4 (Dzionek et al., 2000, O'Doherty et
al., 1994). Las CDp expresan los receptores CXCR4 y CCRS5, los cuales son co-
receptores de internalizacién del VIH (Zhang et al., 1997, Vicenzi et al., 2013, Gorry
and Ancuta, 2011). Estas células migran de la sangre hacia tejido linfoide
secundario; son las principales productoras de IFN-a en humanos, pueden producir
hasta 1000 veces mas IFN-a que otras células durante las infecciones virales, por
ello su relevancia en la respuesta inmunoldgica contra los virus (Colonna et al.,
2004, Ueno et al.,, 2007, Diebold et al., 2003, Stetson and Medzhitov, 2006,
Lehmann et al., 2008, Siegal et al., 1999). Las dos subpoblaciones de CD también
se distinguen por la expresion de receptores TLR y por las citocinas que producen
una vez activadas. Mientras que las CDc expresan TLR-1, -2, -3, -4, -5, -6,-8 y -10 y
producen IL-12 y TNF-a, las CDp expresan TLR-7 y -9 y son capaces de secretar
IFN-a y otras citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF-a después de la

estimulaciéon de sus TLR (Jarrossay et al., 2001, Kadowaki et al., 2001).

1.2.3 Funcion de las células dendriticas
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Ademas de las diferencias mencionadas en la expresion de receptores,
existen diferencias en la funcién de las CDc y CDp. Las CDc se ha considerado las
principales células presentadoras de antigeno e inductoras de la respuesta de LT,
mientras que las CDp las principales productoras de IFN-a ante estimulos virales
(Siegal et al., 1999). El sitio anatdmico donde las CDc llevan a cabo su funcion
(presentacion de antigeno) es en el tejido linfoide como el NL (Buettner and Bode,
2012), mientras que las CDp pueden ejercer su funcion en otros tejidos inflamados
o infectados ademas del NL (Swiecki and Colonna, 2015).

Durante la presentacion de antigeno se requiere de ciertas sefales que la
CDc provee al LT para su activacion como: 1) antigenos, que corresponden a
péptidos derivados de proteinas bacterianas, virales o enddégenas, unidas a
proteinas del MHC y que son reconocidos por el TCR (por sus siglas en inglés T cell
receptor) (figura 3) (Davis and Bjorkman, 1988, Gonzalez et al., 2005, Kalergis et
al., 2001) y 2) proteinas co-estimuladoras, que no son antigeno-especificas, tales
como CD40, CD80 y CD86 que son reconocidas por el LT virgen mediante
receptores como CD40L y CD28 como se muestra en la figura 3 (Lenschow et al.,
1996, Schwartz et al., 2002, Elgueta et al., 2009). El reconocimiento de estas dos
senales moleculares en la superficie de la CD por el LT conduce a la formacién de
la sinapsis inmunoldgica (Grakoui et al., 2015) (Figura 3). Ademas, se requiere de
una tercera senal que polariza la activacion del LT hacia una respuesta de tipo Th1
o Th2, la cual involucra mediadores solubles, es decir, citocinas secretadas por la
CDc en la sinapsis inmunoldgica, por ejemplo la IL-1, TNF-a, IL-18 e IL-12 (Kalinski

et al.,, 1999). Las proteinas presentes en la sinapsis inmunoldgica son necesarias
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para la activacién del LT ya que permiten la proliferacion, expansion y diferenciacion
de LT antigeno-especificos, los que finalmente se encargaran de eliminar al
patdogeno. Este proceso da inicio a la respuesta inmune adaptativa antigeno-
especifica mediada por LT (Kalergis et al., 2004).

El resultado de la activacion de un LT depende en parte de las sefales que
provee la CD a través de las proteinas co-estimuladoras y co-inhibidoras (Steinman,
2003). Las proteinas CD40 y CD83 expresadas en la superficie de las CD se
consideran marcadores de activacion, ya que su expresion se regula positivamente
una vez que la CD recibié sehales de maduracién al entrar en contacto con
patogenos (O'Sullivan and Thomas, 2003, Prechtel and Steinkasserer, 2007).

Ademas, la unién de CD40 con su ligando (CD40L) promueve la
sobrevivencia de las CD, la liberacién de citocinas y la expresion de moléculas co-
estimuladoras (Elgueta et al., 2009, van Kooten and Banchereau, 2000) mientras
que la funcién de CD83 en la activacion del LT es aun controversial, pero se ha
descrito como inhibidora de la proliferacion del LT (Lechmann et al., 2002). Es
importante mencionar que el nivel de expresion de CD86 en una CDc es elevado y
se expresa de manera constitutiva (Ni and O'Neill, 1997). La funcién tanto de CD80
como de CD86 expresado en la CD al unirse con su ligando CD28 en el LT, induce
la secrecion de citocinas por parte del LT (Porciello and Tuosto, 2016).

Ademas de las sefales de co-estimulacion, existen sefales de co-inhibicidn
que regulan negativamente la activacion del LT por parte de la CD. Algunas de las
proteinas mas estudiadas involucradas en esta regulacion son PD-L1 y PD-L2,
expresados en la CD que se unen a su ligando PD-1 expresado en el LT (Okazaki

and Honjo, 2007).
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Linfocito T virgen

CD28 \ IL-12
CD86
IL-1

Célula Dendritica

Figura 3. Activacion de un LT en el NL. Modificado de Sugamura et al. 2004.
Imagen representativa de una sinapsis inmunoldgica entre una CD y un LT en el NL.
Sefal 1: unién del MHC-péptido expresado en la CD con el TCR especifico para el
péptido expresado en el LT. Sefal 2: co-estimulacion, unién de las proteinas CD40,
CD80 y CD86 en la CD con sus respectivos ligandos en el LT, CD40L y CD28; co-
inhibicién, union de PD-L1 en la CD con PD-1 en el LT. Sefal 3: secrecién de
citocinas tales como IL-12, TNF-a e IL-1.

La uniéon de PD-1 con su ligando PD-L1 modula negativamente la senalizacion a
través del TCR durante la activacion del LT naive (figura3) (Keir et al., 2007),
ademas tiene un efecto inhibidor en las funciones efectoras del LT, en la

proliferacion y produccion de citocinas (Keir et al., 2007, Nurieva et al., 2006).

Por otro lado, las CDp también son un factor importante que une la

respuesta inmune innata con la adaptativa. En la figura 4 se resumen las diversas

19



funciones que de las CDp pueden ejercer (Swiecki and Colonna, 2015). La principal
funcion que se ha descrito de las CDp es la de secretar IFN-a durante las
infecciones viarles (Siegal et al., 1999). Su capacidad de producir rapidamente IFN-
a promueve un estado antiviral en el organismo, ya que induce la expresion de
genes estimulados por interferon y la apoptosis de las células infectadas (Gessani
et al., 2014). Mas aun, las citocinas secretadas por la CDp, IFN-a, IL-12 e IL-18,
intensifican la activacion de las células NK y las funciones efectoras como la
secresion de IFN-y y la lisis celular (Dalod et al., 2002). Aunque son menos
eficientes que las CDc para presentar antigeno, se ha reportado que también
pueden activar a LT CD4 y CD8, ya que expresan MHC clase | y Il, CD40, CD80 y
CD86 (Villadangos and Young, 2008). La produccion de IFN-a e IL-12 por parte de
las CDp promueve las funciones efectoras de los LT CD8 asi como también la
polarizacion de los LT CD4 hacia células Th1 (Dalod et al., 2002, Mouries et al.,
2008, Tough, 2012). La expresion de IDO e ICOSL en la CDp induce LT
reguladores o LT Th17 respectivamente (Ito et al., 2007, Munn et al., 2004).
Ademas, la expresion de TRAIL y la produccion de Granzima B le confiere a la CDp
la capacidad de matar células tumorales e inducir apoptosis en LT CD4 infectados y
suprimir la proliferacion de LT (Jahrsdorfer et al., 2010). Finalmente, la secresion de
quimiocinas tales como CCL3, CCL4, CXCL8 y CXCL10 por parte de las CDp,
permite el reclutamiento de otras células del sistema inmune hacia el sitio de

inflamacion o infeccion (Swiecki and Colonna, 2015).
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Figura 4. Resumen de las diversas funciones que las CDp pueden ejercer.
Modificado de Swiecki y Colonna, 2015.

1.3 Células dendriticas en la infeccién por VIH

1.3.1 Reconocimiento del virus y transmisiéon mediado por células

dendriticas

Las CD se encuentran ampliamente distribuidas en todo el organismo vy,
debido a su localizacién, se ha propuesto que son las primeras células que entran
en contacto con el VIH. Son capaces de reconocer al virus a través de receptores
como los TLR (TLR-3, -7 y -8) y los receptores de tipo lectinas (Langerina, DCIR,
DC-SIGN, Siglec-1 y BDCA-2), pueden activarse y migrar hacia érganos linfoides
secundarios para iniciar una respuesta inmune especifica contra el virus. Sin
embargo, se ha observado que las CDc pueden mediar la diseminacion del VIH

hacia los 6rganos linfoides y establecer una infeccién permanente, ya que el NL es

21



el sitio donde el virus encuentra su principal blanco de infeccién, los LT CD4+
(Blanchet et al., 2011). Existen dos formas en que las CD pueden transmitir el virus
a los LT, la mas estudiada, ocurre sin que la CD sea infectada por el virus y se
denomina infeccidén en trans o trans infeccion (Kijewski and Gummuluru, 2015),
mientras que la otra implica la infeccion productiva de la CD y se denomina
infeccion en cis (Burleigh et al., 2006). La primera, implica la captura del virus por la
CD a través de una lectina tipo C llamada Siglec-1 y su transporte a vesiculas no
lisosomales, es decir, no hay degradacion del virus, por tanto al llegar al NL la CD
transmite este virus a los LT (Kijewski and Gummuluru, 2015, Izquierdo-Useros et
al., 2012). También se ha reporado que la proteina gp120 del VIH tiene afinidad por
el receptor DC-SIGN expresado en las CD, que al unirse a gp120, induce la
endocitosis del virus, pero éste en lugar de ser degradado es retenido en
compartimentos endosomales tempranos, y al migrar hacia el NL la CD puede
liberar el virus a LT no infectados creando una sinapsis infecciosa (Geijtenbeek et
al, 2000). La segunda forma de transmisién del VIH, aunque ha sido menos
estudiada que la primera, implica la infeccién productiva de la CD, es decir, desde la
entrada del virus hasta la formacion de viriones de novo y su liberacion a los LT en
el NL creando una sinapsis infecciosa (Burleigh et al., 2006, Turville et al., 2003,
Dong et al., 2007).

La interaccién entre la CD y el LT en el tejido linfoide es critica para la
generacion de respuesta inmune especifica, aunque inadvertidamente ésta
interaccién promueve la replicacion del VIH-1 y la transmision entre células
(Cameron et al, 1992). El estudio de la interaccién entre la CD y el VIH ha sido de

gran importancia para desarrollar posibles estrategias terapéuticas que prevengan
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dicha transmisién sin afectar la generacién de respuesta inmune (Blanchet et al.,

2011).

1.3.2 Restricciéon del VIH en células dendriticas

Las CD son susceptibles a la infeccién por el VIH ya que expresan los
receptores usados por el virus para entrar a la célula (CD4, CCR5 y CXCR4), sin
embargo la infectividad en éstas células es muy baja comparada con los LT CD4+
debido a que las CD expresan diversos factores de restriccidon viral que bloquean el
ciclo de replicacion del VIH en distintas etapas (Smed-Sorensen et al., 2005). Los
factores de restriccion viral que expresan las CD son APOBEC3G/3F (por sus siglas
en inglés, apolipoprotein B mRNA-editing enzyme-catalytic plypeptide-like 3G/3F),
TRIM-5a (por sus siglas en inglés, tripartite motif 5a), BST-2 o teterina (por sus
siglas en inglés, bone marrow stromal cell antigen-2) y SAMHD1 (por sus siglas en
inglés, sterile a motif and HD-domain containing 1) (Manches et al., 2014).
APOBECS3G tiene un dominio citidin deaminasa el cual induce hipermutaciones
durante la transcripcién reversa del virus, es decir, induce cambios en la guanina y
la convierte en una adenina, lo cual inhibe la replicacion del virus (Pion et al.,
2006). Por otro lado, TRIM-5a se une a la capside del virus durante la entrada e
induce su desensamble antes de que se lleve a cabo la transcripcion reversa
(Grutter and Luban, 2012). Otro factor de restriccién inducible por IFN-o es la BST-2
o teterina, la cual bloquea la gemacion o liberacién de los nuevos viriones (Coleman
et al., 2011). Por ultimo, SAMHD-1 es el principal factor de restriccion en células

mieloides, funciona como deoxinucleosido trifosfato trifosfohidrolasa que convierte
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los dNTPs de la célula en nucledsidos sin el grupo fosfato, inhibiendo la
transcripcion reversa y la sintesis de cDNA, por lo que inhibe la replicacién viral

(Bloch et al., 2014).

1.3.3 Fenotipo y funcién de las células dendriticas en la infeccién por

VIH

Hasta ahora, y de manera concluyente, se ha reportado que ambas
subpoblaciones de CD se encuentran disminuidas en sangre periférica de personas
con VIH, fendmeno observado desde etapas tempranas de la infeccion (Sabado et
al., 2010). Ademas, ésta disminucion se asocia con niveles elevados de virus en
plasma (carga viral) y con un bajo numero de LT CD4+ en sangre (Killian et al.,
2006, Lehmann et al., 2008). Debido a la baja infectividad de las CD, es poco
probable que su infeccién explique la frecuencia reducida de éstas células en
personas con VIH. El numero reducido de CDc y CDp en sangre podria deberse al
IFN-a secretado durante la infeccion por VIH, ya que se ha observado que el IFN-a
altera la diferenciacion de las CDc (Kodama et al., 2010) y regula negativamente el
numero de CDp in vivo (Swiecki et al., 2011). La redistribucion de las CD a érganos
linfoides secundarios también podria explicar la frecuencia reducida observada en

sangre (Dillon et al., 2008, Lehmann et al., 2010).

En humanos, dada la limitacion de obtener érganos linfoides, la mayoria de
los trabajos se enfocan al estudio de las subpoblaciones de CD en SP (Fontaine et

al., 2009, Barron et al., 2003, Fantuzzi et al., 2004, Fiorentini et al., 2008). Ademas,
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debido al numero reducido de CD en las personas con VIH, los estudios funcionales
se han realizado in vitro con CD derivadas de monocitos (CDDM) (Alter et al., 2010,
Fan et al., 2007, Fantuzzi et al., 2004), y se ha mostrado que la exposicion de las
CDDM a la proteina del VIH gp120 induce la maduracion de éstas células pero se
reduce la produccion de IL-12 y su capacidad estimuladora de LT (Fantuzzi et al.,
2004). Similarmente se observé que las CDDM de personas con VIH y VHC
producen menos IL-12 en respuesta a CD40L, aunque la expresion de proteinas de
CD83 y CD86 no se ve afectada (Fan et al., 2007). En un estudio mas reciente se
demostré que la proteina Tat del VIH induce la maduracion de CDDM, aumenta la
expresion de CD80, CD83 y CD86, pero también se sobreexpresa la proteina co-
inhibidora PD-L1 (Planes et al., 2014). Ademas, se ha reportado que las CDDM de
personas en etapa tardia de la infeccion por VIH muestran reducida la capacidad de
presentar antigeno y de inducir proliferacion en LT (Sachdeva et al., 2015).
Interesantemente se demostrd que el factor antiviral SAMHD1 limita la presentacion

de antigenos del VIH en las CDDM (Ayinde et al., 2015).

La funcién de las CD ex vivo de personas con VIH también se ha estudiado,
se ha observado que las CD de personas con VIH tienen una menor capacidad de
estimular respuesta de LT (Roberts et al., 1994) y que las CDp secretan menos IFN-
o después de ser estimuladas con ligandos de TLR-7 y -8 (Martinson et al, 2007).
En otro estudio se mostrdé que las CDc y CDp de personas en etapa aguda de la
infeccion maduran normalmente en respuesta a ligandos de TLR-7 y -8, inducen
mayor respuesta de LT alogénicos y producen mayor cantidad de citocinas que las

CDc de donadores sanos (Sabado et al, 2010). Durante la etapa crénica de la
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infeccién, se ha observado que las CDDM de personas con VIH tienen menor
capacidad estimular la respuesta de los LT ya que la secrecion de IL-12 esta
reducida y la de IL-10 incrementada (Buisson et al., 2009). Similarmente, se
observé que las CDDM expuestas a plasma de personas infectadas con VIH
muestran menor produccion de IL-12 asi como una menor capacidad de estimlar la
respuesta de LT (Miller et al., 2012). También se ha observado que las CDc de
personas con VIH en etapa tardia expresan menos CD40, CD80, CD86 y HLA-DR

después de ser estimuladas con LPS (Sachdeva et al., 2015).

Se desconoce si lo observado en CD de SP o CDDM reflejen lo que ocurre
en NL, sitio anatémico donde se lleva a cabo la presentacion de antigeno. Aunque
existe evidencia de que los LT son activados en el NL de personas infectadas por
VIH (Biancotto et al., 2007) se desconoce si estos LT efectores son inducidos por
las CDc en los NL. Pocos trabajos han reportado el estado de maduracion de las
CD en NL o tejido linfoide de personas con VIH (Loré et al, 2002; Dillon et al., 2008;
Alter et al., 2010; Lehman et al., 2010) y los datos obtenidos en estos estudios son
controversiales (ver tabla 1). Se observé que las personas infectadas por VIH en
etapa aguda tienen mayor porcentaje de CDc CD40+, CD80+, CD83+ y CD86+ en
las amigdalas, comparado con personas no infectadas (Lore et al., 2002). Sin
embargo al comparar con personas infectadas por el virus de Epstein Barr la
frecuencia de CDc CD80+ y CD86+ es menor en personas con VIH (Lore et al.,
2002). En otro estudio de personas con VIH en etapa temprana se reporté que las
CDc de NL expresan menos CD40, CD80, CD83 y CD86 que las CDc de NL de

personas sin VIH (Alter et al.,, 2010). Por otro lado, Dillon y colaboradores
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reportaron la expresion de CD40 y CD83 en CDc de NL de personas con VIH en
etapa cronica y no observaron diferencias significativas con respecto a las CDc de
NL de personas sin VIH (Dillon et al., 2008). En el caso de las CDp, este mismo
grupo de investigacién reporté un incremento en la expresion de CD40 vy
disminucién de CD83 en las CDp de NL de personas con VIH (Dillon et al., 2008).
Mientras que el grupo de Lehman y colaboradores reportaron que la expresiéon de
CD40 aumenta en CDp de personas con VIH comparado con las CDp de individuos
no infectados, pero la expresién de CD83 y CD86 en estas células no aumenta ni

disminuye (Lehmann et al., 2010).

Resultados/Observaciones

Referencia Caracteristicas de Caracteristicas VIH- vs VIH+
la cohorte experimentales
CDc CDp
Etapa aguda . + CD40 (%) en VIH+
Loré et al 2002 Amiadatas SR (e Hla
N Tincion histologica 2 E8E (o) e VI
6 VIH+ + CD86(%) en VIH+

Etapa crénica NL inguinales

Dillon et al 2008

N =6 VIH-
10 VIH+

Citometria, (tincion de
células en fresco)

= CD40 (MFI) en VIH+
= CD83 (MFI) en VIH+

+ CD40 (MFI) en VIH+
- CD83 (MFI) en VIH+

Lehman et al 2010

Etapa cronica

N =11 VIH-
8 VIH+

NL cervicales y axilares

Citometria, (tincion de
células descongeladas)

+ CD40 (GMFI) en VIH+
= CD83 (GMFI) en VIH+
= CD86(GMFI) en VIH+

Alter et al 2010

Etapa temprana (1er.
afo de infeccién)

N =5 VIH-
10 VIH+

NL axilares

Citometria, (tincion de
células descongeladas)

- CD40 (MFI) en VIH+
- CD80 (MFI) en VIH+
- CD83(MFI) en VIH+
- CD86(MFI) en VIH+

Tabla 1. Diferencias observadas en el fenotipo de células dendriticas. VIH- representa el grupo
control, VIH+ respresenta el grupo de personas con VIH. %=porcentaje de células. MFI (Median
Fluoresence Intensity) y GMFI (Geometric mean of Fluorescence Intensity) representan la
expresion de la proteina estudiada. El signo + significa incremento, el signo - significa
disminucion y el signo = sin cambio.
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Se ha propuesto entonces que las CDc de NL se encuentran inmaduras, ya
que no aumentan la expresion de CD40 ni de otras proteinas co-estimuladoras
como CD80 o CD86 (Alter et al., 2010, Dillon et al., 2008) y como consecuencia no
serian capaces de activar LT especificos contra el VIH y contra otros patégenos que
causan infecciones oportunistas. A pesar de los avances cientificos, el papel
bioldgico de las CD en la infeccion del VIH no esta claramente definido, por lo tanto,
comprender la funcidon de estas células es crucial para desarrollar opciones
terapéuticas que modulen su respuesta, con el fin de controlar la infeccion por el

VIH (Smed-Sorensen and Lore, 2011, Wonderlich and Barratt-Boyes, 2012).

Las diferencias encontradas en los estudios también pueden deberse a
factores que afectan la composicién y el fenotipo de las CD en personas con VIH,
por ejemplo, el sitio anatémico de la muestra, la etapa de infeccidén en la que se
realizo el andlisis o la cohorte de pacientes, el tipo de técnica utilizada (ej. citometria
o inmunohistoquimica), las condiciones de cultivo o estimulos utilizados, si las
células fueron congeladas y descongeladas para su analisis o si las CD fueron

derivadas de monocitos (Manches et al., 2014, Yonkers et al., 2011).

1.3.4 Células dendriticas y su papel en la inmunopatogénesis del VIH

Las CDp se acumulan en NL de personas con VIH y contribuyen con la
activacion inmune crénica produciendo citocinas inflamatorias, principalmente IFN-a
(Lehman et al, 2010). En humanos, el IFN-a contribuye al fenotipo exhausto de los
LT durante la etapa cronica de la infeccion ya que promueve la expresion de PD-1

en los LT (Kulpa et al., 2013). Ademas, el IFN-a induce la expresion de receptores
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de muerte como TRAIL y DR5 en la membrana del LT, que al unirse a su receptor,
induce la muerte por apoptosis en los LT (Gougeon and Herbeuval, 2012,
Herbeuval et al., 2005b, Herbeuval et al., 2005a). Importantemente, la sefalizacion
prolongada de IFN-a durante infecciones crénicas, induce la expresion de proteinas
inhibidoras como PD-1 en los LT, lo cual contribuye al establecimiento de la latencia
viral o reservorio en los LT CD4+ infectados, es decir el DNA viral es integrado en el
genoma de la célula huésped y permanece inactivo transcripcionalmente (Kulpa et
al., 2013). Se desconoce la contribucion de las diferentes subpoblaciones de CD a
la secrecién prolongada de IFN-a durante la infeccidén por VIH, pero la estimulacion
frecuente de las CDp por el virus y de las CDc por productos bacterianos y citocinas

inflamatorias, juegan un papel importante en la patogénesis de la infeccion.

Se ha propuesto que la activacion inmune crénica favorece la deposicion de
colageno en o6rganos linfoides secundarios de individuos infectados por VIH, lo cual
promueve el deterioro de la arquitectura del tejido (Zeng et al., 2011). Una de las
causas podria ser el incremento en el numero de LT reguladoras observado en
organos linfoides secundarios de personas con VIH (Boasso et al., 2007, Boasso et
al., 2006, Nilsson et al., 2006). Las CD podrian estar participando en el dano
provocado en el tejido linfoide, ya que la senalizacion por TLR también puede
inducir la expresion de enzimas inmunoreguladoras. Por ejemplo, la enzima IDO,
cuya expresion esta incrementada en CDc de personas con VIH, regula el
catabolismo de triptéfano y juega un papel importante en el control de la
proliferacion de los LT activados, sin embargo también promueve la diferenciacion

de LT reguladores, los cuales producen IL-10, citocina anti-inflamatoria que inhibe la
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respuesta de los LT Th1, células NK y macrofagos (Couper et al., 2008, Favre et al.,
2010). También las CDp activadas por el VIH y otros agonistas de TLR son capaces
de expresar IDO e inducir la generacion de LT reguladores a partir de LT naive

(Manches et al., 2008).

1.3.5 Células dendriticas, prevencion y terapia

Descritas como adjuvantes naturales, las CD muestran caracteristicas unicas
que las vuelven blanco de estudio para generar una vacuna eficiente contra el VIH.
La activacion y funcibn de ambos subtipos de CD es primordial durante las
infecciones virales, ya que las CDc favorecen una respuesta adaptativa especifica
contra el virus y las CDp son las principales productoras de IFN-q, citocina esencial

para el control y eliminacion del virus.

Las CD contribuyen a la patogénesis de la infeccién por VIH a través de
multiples mecanismos, descritos previamente, desde la transmision del virus,
reclutamiento de células blanco, la secrecién de citocinas inflamatorias y
alteraciones en la dinamica de los LT. El bloqueo o la modulacién de dichas vias
podrian resultar en estrategias benéficas para las personas infectadas por VIH. La
activacién continua de las CD y la secrecidon de citocinas por parte de las mismas
podrian ser bloqueadas utilizando antagonistas o bloqueadores de los TLR como la
cloroquina (d'Ettorre et al., 2011). Las CD son potentes presentadoras de antigeno,
por tal motivo, se ha estudiado la posibilidad de utilizar a las CD como vacuna, a
través de promover la presentacion de antigenos virales y de epitopes de escape

predictivos del virus, con el fin de mejorar la respuesta inmune y el control de la
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replicacion viral (Ahlers and Belyakov, 2009). Se ha reportado un incremento en la
respuesta de los LT especificos contra el VIH utilizando CD autologas pulsadas
previamente con el VIH inactivado (Garcia et al., 2013). Ademas, la vacunacion con
CD puede ser mejorada utilizando bloqueadores de la via PD-1 PD-L1 (Davar et al.,

2015).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el contexto de la infeccion por VIH, se han estudiado principalmente las
CD de SP o CDDM dada la limitacién de obtener 6rganos linfoides de humanos. Sin
embargo, se desconoce si lo observado en cuanto al fenotipo y funcionalidad las
CD de SP o CDDM reflejen lo que ocurre en las CD de NL, sitio anatdmico donde

se lleva a cabo la presentacién de antigeno.

En los pocos reportes que hay acerca de las CD de NL, se ha propuesto
entonces que las CDc de NL se encuentran inmaduras, ya que no aumentan la
expresion de CD40 ni de otras proteinas co-estimuladoras como CD80 o CD86 y
como consecuencia no serian capaces de activar LT especificos contra el VIH y
contra otros patdégenos que causan infecciones oportunistas. Sin embargo, el
fenotipo y funcionalidad de las CD de NL de personas con VIH no ha sido

ampliamente descrito.

A pesar de los avances cientificos, el papel biolégico de las CD en la
infeccion del VIH no se ha esclarecido por completo y es claro que las CD pueden
tener un papel muy importante en la trasmisién del virus, en la activacion inmune
cronica y en la disfuncién de los LT, caracteristicas de la infeccion por VIH. Por
tanto, analizar y describir ambas subpoblaciones de CD en SP y sobre todo en NL
nos permitira comprender la funcidn o contribucion de estas células en la
patogénesis de la infeccion por el VIH y a su vez, facilitara encontrar blancos para el
uso e intervencién de nuevas estrategias terapéuticas, con el fin de controlar la

infeccion por el VIH e incluso en otras patologias como el cancer.
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3. Objetivos

Generales

* Caracterizar fenotipicamente a las CD de SP y NL de personas infectadas por
VIH.
* Determinar la capacidad funcional de las CD de SP y NL de personas

infectadas por VIH.

Particulares

Determinar, por citometria de flujo multiparamétrica, la frecuencia de las CD

tanto en SP como en NL de personas infectadas por VIH.

* Determinar la frecuencia de las CD apoptéticas en SP de personas con VIH
por medio de la deteccion de Anexina V.

* Realizar la descripcion detallada del fenotipo celular de las CD de personas
con VIH mediante la determinacién de marcadores de activacién (CD40 y
CD83), de proteinas co-estimuladoras (CD80 y CD86) y proteinas co-
inhibidoras (PD-1y PD-L1).

* Determinar si las CD de personas infectadas por VIH son funcionales
mediante un ensayo de produccién de citocinas (TNF-a, IFN-a e IL-12).

* Analizar la polifuncionalidad de las CD de SP y NL de personas infectadas por

VIH.
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4. Materiales y métodos

4.1 Sujetos de estudio

Todas las consideraciones éticas asociadas a este proyecto fueron evaluadas y
aprobadas por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER). Las muestras de SP y NL se obtuvieron de
individuos con VIH y, como controles se obtuvieron muestras de individuos VIH

negativos, después de haber entregado su consentimiento informado por escrito.

Para el ensayo fenotipico y funcional de las CD, los médicos del CIENI, reclutaron
36 individuos con VIH sin tratamiento ARV y sin enfermedades oportunistas al
momento de la toma de muestra. Se obtuvieron muestras de SP de individuos con
VIH con una mediana de carga viral de 97,559 copias de VIH/mL de plasma
(3,180-2'577,701 copias de RNA/mL) y una mediana de LT CD4+ de 414
células/uyL de sangre (4-1,190 LT CD4+/uL de sangre). Como control, se
obtuvieron muestras de SP de 5 individuos sin VIH con una mediana de LT CD4+
de 1,371 células/uL de sangre (970-2,788 células/uL). Las caracteristicas

demograficas y clinicas de la cohorte de estudio se detallan en la tabla 2.

4.2 Muestras de noédulo linfatico y sangre periférica

Para la caracterizacion fenotipica de CD en NL, se obtuvieron células de biopsias
de NL palpable en la zona cervical de individuos que requerian el procedimiento
con fines diagndsticos; ninguno de los pacientes incluidos en este estudio tuvo
infecciones oportunistas. Las muestras de SP fueron colectadas el mismo dia de

la biopsia de NL para determinar la CV en plasma (para las personas con VIH), el
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conteo de LT CD4+ y la caracterizacién de las CD. Las células de SP se
separaron por gradiente de densidades con Ficoll-Hypaque (Accurate, Florida,
USA). Para determinar el fenotipo de las CD, las biopsias de NL fueron puestas en
medio Hanks (Lonza, Walkersville, MD) e inmediatamente transferidas al
laboratorio para su procesamiento. El tejido linfoide se corté en pedazos pequenos
con un bisturi y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en medio Hanks con
calcio (1.27 mM), magnesio (0.8 mM) (Lonza, Walkersville, MD) y colagenasa D
(400 unidades/mL, Roche, Basilea, Switzerland). Las células se obtuvieron por
disociacion del tejido para lo cual se utilizé una malla de 70 um y el émbolo de una
jeringa. Para la determinacién de citocinas, las biopsias de NL fueron puestas en
medio Hanks, el tejido linfoide se corté en pedazos con un bisturi y se proceso en
el aparato GENTLE MACS (Miltenyi Biotec, Cologne, Germany) para obtener las
células por disociacion. Una vez separadas las células de SP y NL, éstas fueron
tefidas inmediatamente con distintos anticuerpos monoclonales y fijadas para el

analisis por citometria de flujo.

4.3 Analisis fenotipico de las células dendriticas por citometria de flujo

Las células de SP y NL separadas como previamente se describid, fueron lavadas
dos veces con PBS (Lonza, Walkersville, MD) e incubadas por 10 minutos a 4°C
con un compuesto que se une al grupo amino de las proteinas para descartar las
células muertas (LIVE/DEAD fixable stain, Molecular Probes, Oregon, USA).
Posteriormente, las células fueron lavadas una vez con PBS y una vez con PBA
(1% albumina y 1% azida de sodio en PBS) e incubadas durante 20 minutos con

los anticuerpos monoclonales biotinados contra CD3 (clona UCHT), CD14 (clona
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61D3), CD20 (clona 2H7), CD56 (clona CSSMB; eBioscience, California, USA). Se
lavaron las células dos veces y se incubaron por 30 minutos a 4°C con
estreptavidina PE Texas RED (BD, San Jose, CA) y los siguientes anticuerpos
conjugados: HLA-DR APCCy7 (clona L243, BD), CD11c AF700 (clona 3.9,
eBioscience), CD123 PE (clona 7G3, BD), CD40 APC (clona 5C3, eBioscience),
CD83 FITC (clona HB15e, eBioscience), CD80 V450 (clona L307.4, BD) and CD86
PECy5 (clona 1T2.2, eBioscience). Una vez incubadas, las células se lavaron dos
veces Yy se fijaron con paraformaldehido al 3% (diluido en PBS). Un segundo panel
se uso6 para determinar la expresion de proteinas co-inhibidoras y la frecuencia de
Anexina V: la misma mezcla de anticuerpos biotinados CD3, CD14, CD20, CD56
seguido de la estreptavidina PE Texas RED, HLA-DR AF700 (clona LN3,
eBioscience), CD11c APC (clona B-ly6, BD), CD123 PECy5 (clona 9F5, BD), PD-1
PE (clona MIH4, BD), PD-L1 PECy7 (clona MIH1, BD) y después de ser lavadas
con PBS, las células se incubaron con Anexina V (BD). La adquisicion de las
células se realizé en un citometro FACS ARIA (BD). El analisis se realizé en el
programa Flowjo version 7.6.5 (TreeStar Inc., Oregon, USA). Para el analisis se
excluyeron células dobles o cumulos basado en el tamafio (FSC-A) y granularidad
(SSC-A), seguido de la eliminacién de células muertas. Las CDc se caracterizan
por ser LIN" (CD3", CD14", CD20", and CD567), HLA-DR" y CD11c", las CDp se
caracterizan por ser LIN" (CD3", CD14°, CD20", and CD56°), HLA-DR" y CD123".
Se determind la expresion de proteinas de activacion como CD40 y CDS83,
proteinas co-estimuladoras como CD80 y CD86, proteinas co-inhibidoras como
PD-1y PD-L1. Se utilizaron controles FMO (por sus siglas en inglés, Fluorescence

Minus One) para definir la expresién positiva de los antigenos de superficie
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previamente mencionados. La media geométrica de la intensidad de fluorescencia
(MGIF) se calculé de la poblacién positiva para comparar las CDc y CDp de

individuos VIH-y VIH+.

4.4 Determinacion de la produccion de citocinas de las células dendriticas

Una vez separadas las células de SP y NL como se describié previamente, se
incubaron de 3-5 millones de células con los siguientes ligandos de TLRs: LPS (1
pMg/mL), CpG (3 pg/mL), ssRNA40 (2 uM) y una combinacion de LPS+CpG (1
pg/mL y 3 pg/mL, respectivamente). Cuatro horas después se incub6 con
Brefeldina (1 ug/mL) (BD) para detener el transporte de proteinas y capturar las
citocinas producidas intracelularmente. Las células se dejaron en cultivo a 37 °C
por 18 horas en medio HUT (suero fetal bovino al 10%, penicilina-estreptomicina al
1% y glutamina al 1%). Finalizada la incubacion se procedi6 a tefir las células con
distintos anticuerpos monoclonales para el analisis por citometria de flujo. Las
células de SP y NL fueron lavadas dos veces con PBS (Lonza, Walkersville, MD) e
incubadas por 15 minutos a TA con una amina reactiva (LIVE/DEAD fixable stain,
Molecular Probes, Oregon, USA). Posteriormente, las células fueron lavadas una
vez con PBS y una vez con buffer de tincidon (BioLegend) e incubadas durante 20
minutos con una mezcla de anticuerpos biotinados contra CD3 (clona UCHT),
CD14 (clona 61D3), CD19 (HIB19), CD20 (clona 2H7), CD56 (clona CSSMB;
eBioscience, California, USA). Las células se lavaron dos veces y se incubaron
por 20 minutos a TA con estreptavidina PE Texas RED (BD, San Jose, CA) y con
los siguientes anticuerpos conjugados: HLA-DR BV785 (clona L243, Biolegend),

CD11c BV711 (clona 3.9, Biolegend), CD123 PerCPCy5.5 (clona 7G3, BD), CD40
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PECy5 (clona 5C3, BD), CD83 FITC (clona HB15e, eBioscience), CD80 BV605
(clona 2D10, Biolegend) and CD86 BV650 (clona 1T2.2, Biolegend), PD-L1 PECy7
(clone MIH1, BD). Una vez incubadas, las células se lavaron dos veces y se
incubaron con buffer Perm2 (BD) durante 20 minutos para permeabilizar la
membrana y proceder a la tincion intracelular. Una vez terminado el tiempo de
inbucacion las células se lavaron con Perm Wash (BD) dos veces y se incubaron
con la mezcla de los siguientes anticuerpos: IL-12 p40/p70 PE (clona C11.5, BD),
IL-10 BV421 (clona JES3-9D7, Biolegend), IFN-a AF647 (clona 7N4-1, BD) y TNF-
a AF700 (clona MAb11, BD) durante una hora a TA. Una vez incubadas, las
células se lavaron dos veces con Perm Wash (BD) y se fijaron con

paraformaldehido al 1% (diluido en PBS).

La adquisicion de las células se realizé en un citdmetro FORTESSA (BD). El
analisis se realiz6 en el programa FlowJo version X 10.0.7r2 (TreeStar Inc.,
Oregon, USA). Para el analisis se excluyeron los cumulos o dobletes de células
basado en el tamano (FSC-A) y granularidad (SSC-A), seguido de la eliminacién
de células muertas (figura 1, seccion de resultados). Las CDc se caracterizan por
ser LIN" (CD3, CD14°, CD20, CD19" y CD56°), HLA-DR" y CD11c", las CDp se
caracterizan por ser LIN" (CD3’, CD14", CD20, CD19 y CD567), HLA-DR" y
CD123" (figura 1, seccién de resultados). Se determind la expresion de las
proteinas de activacion CD40 y CD83, de las proteinas co-estimuladoras CD80 y
CD86, y de la proteina co-inhibidoras PD-L1. De igual forma se determind la
produccion de las citocinas I1L-12, IL-10, IFN- a y TNF-a. Se utilizé la condicion sin

estimulo como control para definir la expresién positiva de los antigenos de
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superficie e intracelulares inducida por los estimulos. La media geométrica de la
intensidad de fluorescencia (MGIF) se calculé6 de la poblacion positiva. Se

compararon las CDc y CDp de SP y NL de individuos VIH+.

4.5 Analisis de polifuncionalidad de las células dendriticas

Se utilizaron los programas PESTLE y SPICE (Simplified Presentation of Incredibly
Complex Evaluations) para evaluar la capacidad polifuncional de las CD (Roederer
et al., 2011). El programa SPICE utiliza los datos booleanos que se obtienen del
analisis de las muestras en Flowjo. Los datos booleanos representan aquellas
poblaciones que expresan o0 producen mas de una proteina o citocina

simultaneamente. Se obtiene la frecuencia de todas las combinaciones posibles.

4.6 Determinacion de la carga viral y conteo de linfocitos T CD4

Se determind la CVp y el numero de LT CD4+ en los individuos infectados por VIH
que participaron en el estudio. La carga viral en plasma se cuantificé por PCR en
tiempo real con un sistema automatizado m200 (Abbott Laboratories, Abbot Park,
IL). El rango de deteccion de la CV en plasma fué de 40 a 10,000,000 copias/mL.
El conteo de LT CD4+ se determin6 con el kit TruCount (BD Biosciences, San
Jose, CA) de acuerdo a las instrucciones del manufactor y se utilizé un citdmetro

FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, CA).

4.7 Analisis estadistico

Para el analisis de nuestros datos se consider6 el uso de pruebas estadisticas no

paramétricas. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comparar el porcentaje
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de las células positivas o la expresion de las proteinas descritas previamente
(MGIF) en los dos grupos de estudio (VIH- y VIH+). Se utilizé el coeficiente de
correlacion de Spearman para determinar si existen asociaciones entre los
parametros determinados (CVp y conteo de LT CD4+). Los valores de p menores

a 0.05 fueron considerados significativos.

40



Tabla 2. Caracteristicas demogréficas y clinicas de los individuos VIH-y HIV+.

Carga
clave sl | ecaacencro | Cirieade | WiAen | Loguoy | Enaver
(CVp)
G065 31/M 1,267 N/A N/A a, b
G066 35/M 970 N/A N/A a, b
G067 29/M 1,371 N/A N/A a, b
G068 26/M 2,387 N/A N/A a, b
G070 29/F 2,788 N/A N/A a, b
G031 34/M 425 213,173 5.33 ab
G034 34/M 442 241,080 5.38 a
G060 31/M 721 101,276 4.83 a, b
G009 40/M 596 7,730 3.89 a, b
G007 50/M 501 25,659 4.41 a, b
GO11 25/M 597 65,730 4.82 a b
G014 41/F 333 93,236 4.95 a, b
G016 28/M 406 61,586 4.72 a, b
G023 23/M 538 9,511 3.98 a, b
G029 25/M 841 71,621 4.86 a
G032 20/M 258 35,847 4.55 a, b
G047 28/M 423 58,481 4.77 ab
G037 35/M 1,190 3,180 3.5 a, b
G050 22/M 852 29,277 4.77 a, b
G020 32/M 285 322,863 5.51 a,b
G042 38/M 113 133,861 513 a
G041 30/M 196 222,134 5.35 a
G043 26/M 312 2’577,701 6.41 a, b
G062 42/M 171 376,458 5.58 a, b
G069 26/M 4 178,610 5.25 a,b
G106 43/M 320 338,049 5.53 c
G186 29/M 316 113,669 5.06 c
G198 35/M 676 25,612 4.41 c
G209 29/M 342 526,777 5.72 c
G212 26/M 402 29,620 447 c
G214 28/M 386 10,742 4.03 c
G220 62/M 321 448,163 5.66 c
G234 24/M 716 322,442 5.51 c
G241 40/F 279 111,854 5.05 c
G242 20/M 634 93,841 4,97 c
G260 23/M 1070 109,082 5.04 c
G283 32/M 445 1,996,027 6.3 c
G215 25/M 658 4,676 3.67 c
G218 28/M 267 18,111 4.26 c
G219 28/M 802 6,507 3.81 c
G275 30/M 348 186,638 5.27 c
N/A: No aplica.

a. Inmunofenotipo de proteinas co-estimuladoras.
b. Inmunofenotipo de proteinas co-inhibidoras.
c. Produccién de citocinas.
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5. Resultados

5.1 Frecuencia de células dendriticas en sangre periférica y nddulos linfaticos de

personas infectadas por VIH
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Figura 5. Estrategia de analisis de células dendriticas. A. Los cumulos o células dobles se excluyeron
tomando en cuenta el tamafio (FSC-H vs FSC-A, células Unicas), seguido de la eliminacion de células muertas
(SSC-A vs AmCyan, viabilidad) y el reconocimiento de los linfocitos por parametros de granularidad y tamafio
(SSC-A vs FSC-A). Las células dendriticas se identificaron como HLA-DR* y LIN" (CD3", CD14", CD20", y
CD56"). El panel superior muestra las CD de SP y el panel inferior muestra las CD de NL. B. Las CDc se
identificaron como CD11¢” y las CDp como CD123". Las graficas superiores representan las CD de SP de
personas VIH- y VIH+, mientras que las inferiores representas las CD de NL de personas VIH- y VIH+. La
frecuencia de las CDc y CDp se obtuvo a partir de las células vivas.

Para determinar la frecuencia de las CDc y CDp en SP y NL, se realiz6 el

analisis de ambas poblaciones por citometria de flujo multiparamétrica. Los
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cumulos de células se excluyeron del andlisis por tamafo (FSC-H vs FSC-A,

células unicas), seguido de la eliminacion de las células muertas (SSC-A vs

AmCyan, viabilidad) y se analizaron las células con morfologia de linfocitos y

monocitos (SSC-A vs FSC-A). Las células dendriticas se identificaron como HLA-

DR* y LIN" (CD3", CD14°, CD20" y CD56) (figura 5A). Las CDc se identificaron

como CD11¢” y las CDp como CD123" (figura 5B). La frecuencia de las CDc y

CDp se obtuvo a partir de las células vivas.
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Figura 6. Frecuencia de células dendriticas. A. Frecuencia de CDc de SP y NL de personas VIH- y
personas con VIH+. B. Frecuencia de CDp en SP y NL de personas VIH- y VIH+. C. Correlaciéon de la
frecuencia de CDc en SP con la CVp de personas VIH+. D. Correlacion de la frecuencia de CDp de SP con la
CVp de personas VIH+. Se aplicé la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar
ambos grupos de estudio o compartimentos celulares. Se calculé el coeficiente de correlacion de Spearman
para las asociaciones entre la frecuencia de CD y la CVp. Se consideré una p<0.05 como significativa.
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De acuerdo a reportes previos, en este trabajo también observamos que la
frecuencia de CDc en SP de personas con VIH disminuydé significativamente
comparado con el grupo control (VIH-) (p=0.0059, figura 6A), dicha disminucion
correlaciondé negativamente con la carga viral en plasma (CVp) (r=-0.4594 y
p=0.0239, figura 6C). De igual manera, la frecuencia de CDc en NL de personas
con VIH disminuyd significativamente comparado con la frecuencia en NL del
grupo control (p=0.0039, figura 6A). Ademas, observamos que en el grupo de
personas VIH+, la frecuencia de CDc en NL fue significativamente menor que en
SP (p=0.0074, figura 6A). Por otro lado, la frecuencia de CDp en SP de personas
VIH+ diminuy6 significativamente comparado con personas VIH- (p=0.0022, figura
6B), esta disminucion también correlaciond negativamente con la carga viral en
plasma (r=-0.4217 y p=0.0451, figura 6D). Interesantemente, la frecuencia de CDp
incrementa significativamente en el NL de personas VIH+, con respecto a la

frecuencia en SP (p<0.0001, figura 6B).

Para conocer si la disminucién en la frecuencia de las CDc y CDp en SP de
personas con VIH podria deberse a la muerte celular de las CD, se evalud la
frecuencia de las células apoptoticas por medio de la deteccion de Anexina V. La
anexina V se une a la fosfatidil serina que se transloca del lado interno de la
membrana hacia el lado externo al inicio del proceso apoptético y sirve como sefal
de fagocitosis para los macréfagos (Williamson et al., 2001, Schutters et al., 2013,
Shounan et al., 1998, Krahling et al., 1999). En nuestros resultados, se observd
que la frecuencia tanto de las CDc como de CDp Anexina V+ de SP de personas

VIH-y VIH+ fue similar (figura 7A'y 7B).
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Figura 7. Frecuencia de células dendriticas Anexina V+. A. Frecuencia de CDc Anexina V+ de SP de
personas VIH-y VIH+. B. Frecuencia de CDp Anexina V+ de SP de personas VIH- y VIH+. Se aplicé la prueba
estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar ambos grupos de estudio. Se consideré una
p<0.05 como significativa.

5.2 Analisis fenotipico de células dendriticas convencionales

Para determinar el fenotipo de las CDc en SP y NL, se realiz6 el analisis de
la expresion de proteinas co-estimuladoras y co-inhibidoras por citometria de flujo.
En la figura 8, observamos los histogramas representativos de la expresion de los
marcadores de activacion CD40 y CD83, asi como de las proteinas co-
estimuladoras, CD80 y CD86 en las CDc de personas VIH- y VIH+ (figura 8A). En
este estudio, se observd un incremento significativo en la frecuencia de células
CD40+, CD83+ y CD80+ en el NL comparado con SP en ambos grupos de estudio
(p=0.0079 para el grupo VIH-y p<0.0001 para el grupo VIH+, figura 8B, C y D).
Mas aun, se observé un aumento significativo en la frecuencia de las CDc CD40+
y CD80+ de SP de personas VIH+, comparado con personas VIH- (p=0.0415y
p=0.0039 respectivamente; figura 8B y 8D). Sin embargo, no se encontrd
diferencia significativa en la frecuencia de las CDc CD86+ de SP o NL en ambos

grupos de estudio (figura 8E).
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Figura 8. Expresion de marcadores de activacion y co-estimulacién en CDc de SP y NL. A. Histogramas
representativos de la expresién de las proteinas de activacién y co-estimulacion (FMO control: linea negra,
CDc de SP: linea gris y CDc de NL: linea punteada). B. Frecuencia de las CDc CD40+ de SP y NL de
personas VIH-y VIH+. C. Frecuencia de las CDc CD83+ de SP y NL de personas VIH-y VIH+. D. Frecuencia
de las CDc CD80+ de SP y NL de personas VIH- y VIH+. E. Frecuencia de las CDc CD86+ de SP y NL de
personas VIH- y VIH+. Se aplicé la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar las
CDc de SP y NL. Se consideré p<0.05 como significativo. FMO: Fluorescence minus one.
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Figura 9. Expresion de marcadores de activacion y co-estimulacion en CDc de SP y NL. A. Expresion de
CD40 en CDc de SP y NL de personas VIH- y VIH+. B. Expresion de CD83 en CDc de SP y NL de personas
VIH- y VIH+. C. Expresion de CD80 en las CDc de SP y NL de personas VIH- y VIH+. Se aplico la prueba
estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar las CDc de SP y NL. Se consideré p<0.05
como significativo. MGIF: media geométrica de la intensidad de fluorescencia.

El analisis de la expresion (MGIF) de las proteinas de activacién CD40 y
CD83, asi como de las proteinas co-estimuladoras CD80 y CD86 en las CDc de
personas VIH- y VIH+ mostrd que , la expresién de CD40, CD83 y CD80 aumentd
significativamente unicamente en el NL con respecto a SP en el grupo de
personas con VIH (p=0.0002, p=0.0022 y p=0.0102 respectivamente; figura 9A, 9B
y 9C). No se observo diferencia significativa en la expresion de CD86 en CDc de

SP o NL en ambos grupos de estudio (figura 9E).
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En este estudio también se determind la expresidn de proteinas co-
inhibidoras. En la figura 10, se muestra la expresion de las proteinas co-
inhibidoras PD-1 y PD-L1 en las CDc de NL de personas VIH-y VIH+ (histogramas
representativos, figura 10A). Nuestros resultados no mostraron diferencias
significativas en la frecuencia y ni en la expresion de PD-1 en las CDc de NL de
ambos grupos de estudio (figura 10A y 10B). Interesantemente, se encontré una
correlacién positiva de la expresion de PD-1+ en las cDC de NL y la CVp de
personas con VIH (r=0.6206, p=0.0103; figura 10C). Al determinar la expresién de
PD-L1, se observé que la frecuencia de CDc PD-L1+ fue similar en SP y NL de
personas sin VIH, mientras que, en el grupo de personas VIH+ se observé un
incremento significativo en la frecuencia de CDc PD-L1+ en el NL con respecto a
SP (p<0.0001, figura 10D). Mas aun, la frecuencia de CDc PD-L1+ incrementd
significativamente en el NL de personas VIH+ comparado con el NL de individuos
sin VIH (p=0.0231, figura 10D). Ademas, observamos que la expresion (MGIF) de
PD-L1 fue significativamente mayor en las cDC de NL con respecto a las de SP en

ambos grupos de estudio (p=0.0159 y p=0.0002; figura 10E).
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Figura 10. Expresiéon de proteinas co-inhibidoras en CDc de SP y NL de personas VIH- y VIH+. A.
Histogramas representativos de la expresion de PD-1 y PD-L1 en las CDc de SP y NL de personas VIH-y
VIH+ (FMO control: linea negra, CDc de SP: linea gris y CDc de NL: linea punteada). B. Frecuencia de CDc
PD-1+ de SP y NL de personas VIH- y VIH+. C. Correlacion positiva de la expresion de PD-1 en cDC de NL
con la carga viral de personas VIH+. D. Frecuencia de CDc PD-L1+ en SP y NL de personas VIH-y VIH+. E.
Expresién (MGIF) de PD-L1 en CDc de SP y NL de personas VIH- y VIH+. Se aplicé la prueba estadistica no
paramétrica U de Mann Whitney para comparar las CDc de SP y NL de ambos grupos. Se consideré p<0.05
como significativo. FMO: Fluorescence minus one; MGIF: media geométrica de la intensidad de fluorescencia.
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5.3 Asociaciones con la carga viral en plasma y PD-L1 en células dendriticas

convencionales
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Figura 11. Correlacién con la carga viral en plasma o con CDc PD-L1+ en personas VIH+. A. Correlacion
entre la frecuencia de CDc CD40+ y la carga viral en plasma de personas VIH+. B. Correlacién entre la
frecuencia de CDc CD40+ y CDc PD-L1+ de NL de personas con VIH. C. Correlacién entre la frecuencia de
CDc CD83+ y CDc PD-L1+ de NL de personas con VIH. Se calcul6 el coeficiente de correlacion de Spearman.
Se consider6 p<0.05 como significativo.

Para determinar asociaciones entre la activacion de las CD y la carga viral
en plasma, se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman para datos no
paramétricos. En el grupo de personas con VIH+, se observé que la frecuencia de
las CDc que expresan CD40 en el NL correlacion6 positivamente con la CVp y con
la frecuencia de CDc PD-L1+ en el NL (r=0.4602, p=0.0412; r=0.4708, p=0,0486;

figura 11A y 11B, respectivamente). Ademas, la frecuencia de las CDc CD83+ en
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el NL correlaciond positivamente con la frecuencia de CDc PD-L1+ en el NL de

personas VIH+ (r=0.4997, p=0.0347; figura 11C).

5.4 Analisis fenotipico de células dendriticas plasmacitoides

Para determinar el fenotipo de las CDp en la SP, se realizo el analisis de la
expresion de marcadores de activacién, proteinas co-estimuladoras y co-
inhibidoras por citometria de flujo. En la figura 12, se muestra la expresion (MGIF)
de las proteinas de activacion CD40 y CD83 y la frecuencia (%) de células
positivas a estas proteinas en las CDp de SP de personas VIH- y VIH+. En este
analisis fenotipico, se observé un incremento significativo en la frecuencia de CDp
que expresan CD40 en el NL de personas VIH+ con respecto a SP (p=0.0143,
figura 12A). Sin embargo, la expresion de CD40 en las CDp tanto de SP como de
NL fue significativamente menor en el grupo de personas con VIH+ comparado
con el grupo VIH- (p=0.0389 respectivamente, figura 12B). Ademas, observamos
que la frecuencia de CDp CD83+ y su expresion en éstas células fue mayor en el
NL de personas VIH+ con respecto a la SP (p=0.0275 y p=0.0226,

respectivamente; figura 12C y 12D).

En la figura 13, se grafico la expresion (MGIF) de las proteinas co-
estimuladoras CD80 y CD86 y la frecuencia (%) de CDp positivas a estas
proteinas de SP y NL de personas VIH- y VIH+. En este analisis, no se observaron
diferencias significativas en la frecuencia de CDp CD80+ o CD86+ al comparar
ambos compartimentos (SP y NL) o grupos de estudio (VIH-y VIH+) (figura 13Ay
13C). De igual manera, la expresion de CD80 fue similar entre ambos

compartimentos (SP y NL) en ambos grupos de estudio (VIH-y VIH+) (figura 13B).
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Unicamente la expresién de CD86 aumentd significativamente en las CDp de NL

de personas VIH+ con respecto a los individuos VIH- (p=0.0296, figura 13D).
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Figura 12. Marcadores de activacion en las CDp de SP y NL de personas VIH-y VIH+. A. Frecuencia de
CDp CD40+ de SP y NL de personas VIH- y VIH+. B. Nivel de expresion de CD40 en CDp de SP y NL de
personas VIH- y VIH+. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar
ambos compartimentos o grupos de estudio. Se consideré una p<0.05 como significativa.

En este estudio, se determind de igual manera la expresion de PD-1 y PD-

L1 en las CDp de SP y NL de personas VIH- y VIH+. Sin embargo, no se

observaron diferencias significativas en la frecuencia o expresion de PD-1 y PD-L1

en las CDp de personas VIH+ con respecto a las CDp de personas VIH- (datos no

mostrados).
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Figura 13. Proteinas co-estimuladoras en las CDp SP y NL de personas VIH- y VIH+. A. Frecuencia de
CDp CD80+ en SP y NL de personas VIH-y VIH+. B. Expresién de CD80 en CDp de SP y NL de personas
VIH- y VIH+. C. Frecuencia de CDp CD86+ de SP y NL de personas VIH- y VIH+. D. Expresién de CD86 en
CDp de SP y NL de personas VIH-y VIH+. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney
para comparar ambos compartimentos o grupos de estudio. Se consideré una p<0.05 como significativa.
MGIF, media geométrica de la intensidad de fluorescencia.

5.5 Asociaciones con la carga viral en células dendriticas plasmacitoides

Para determinar asociaciones entre la activacién de las CDp y la carga viral
en plasma, se calculo el coeficiente de correlacion de Spearman. Se observo que
la frecuencia de las CDp que expresan CD40 o CD83 en el NL correlacion6
positivamente con la carga viral en plasma, en el grupo de personas con VIH+

(r=0.5459, p=0.0191; r=0.4729, p=0.0475; figura 14A y 14B).
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Figura 14. Correlacién de la carga viral con proteinas de activacion en CDp de personas VIH+. A.
Correlacion entre la frecuencia de CDp CD40+ y la CVp de personas VIH+. B. Correlacién entre la frecuencia
de CDp CD83+ y la CVp de personas VIH+. Se calculé el coeficiente de correlacion de Spearman. Se
considero p<0.05 como significativo.

5.6 Analisis funcional de células dendriticas convecionales: produccion de

citocinas

Para determinar la funcionalidad de las CDc de personas con VIH, se
determind por citometria de flujo la produccion de las citocinas TNF-a, IFN-a e IL-
12 intracelularmente después de estimular las células con ligandos de TLR. En la
figura 15, se muestra un ejemplo representativo de la grafica de puntos obtenida
del analisis en el programa FlowJo. En cada grafica de puntos, el recuadro de la
derecha delimita el porcetaje de la poblacion de CDc que produjo

intracelularmente las citocinas IL-12 o TNF-a.

Los resultados de nuestro analisis de funcionalidad mostraron que la
frecuencia de CDc IL-12+ o TNF-a+ de SP y NL de personas con VIH incremento
después de ser estimuladas con distintos ligandos de TLR (ssRNA40 para TLRS,
LPS para TLR4, o LPS+CpG para TLR4 y TLR9) (figura 15, 16A y 16B). También

se observé que la frecuencia de CDc IFN-a+ fue muy baja después de estimular
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TLR-7 con ssRNA40 o TLR-4 con LPS. (figura 16C). Al comparar las CDc de SP y
NL, se observd que la frecuencia de CDc IL-12+ (figura 16A) o TNF-a+ (figura

16B) fue similar en ambos compartimentos con cualquier condicién de estimulo.

Sin estimulo +LPS Sin estimulo +LPS
A
9_1 00/0 40.40/0
sp 1.36% 1.82%
& _.:"i-l‘ ! i _;;-\.
(}‘ ;;gt 'f-,“.:( { b :';
4.74% 34.8%
. 0.89% 8.27%
g & = # el
IL-12 > TNF-a >

Figura 15. Ejemplo representativo de la frecuencia de CDc IL-12+ o TNF-a+ de SP y NL de personas
VIH+. Los recuadros superiores muestran graficas de puntos que representan la frecuencia de las CDc IL-12+
o TNF-a+ de SP de personas VIH+ en condiciones sin estimulo y después de ser estimuladas con un ligando
del TLR4 (LPS 1 pg/mL). Los recuadros inferiores muestran las graficas de puntos que representan la
frecuencia de las CDc IL-12+ o TNF-a+ de NL de personas VIH+ en condiciones sin estimulo y después de
ser estimuladas con LPS (1 ug/mL). En el eje de las Y: SSC indica la granularidad de las células.

Para determinar diferencias en la respuesta de las CDc de SP y NL de
personas con VIH, se compararon estadisticamente ambos compartimentos.
Interesantemente, en la condicion sin estimulo se observd un incremento
significativo en el porcentaje de CDc TNF-a+ en el NL con respecto de la SP de
personas con VIH (p<0.0001, figura 16A). La frecuencia de CDc IFN-a+ fue
significativamente mayor en el NL unicamente después de estimular las células

con dos ligandos de TLR simultdneamente, LPS+CpG (TLR-4 y -9) (p=0.0088,

figura 16C). Importantemente, se observd que la frecuencia de CDc TNF-a+ fue
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mayor que la frecuencia de CDc IL-12+ después de ser estimuladas con los

ligandos de TLR mencionados (figura 16A y 16B).
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Figura 16. Comparaciéon de la frecuencia de CDc TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ entre SP y NL de personas
con VIH estimuladas con ligandos de TLR. A. Frecuencia de CDc TNF-a+ de SP y NL de personas con VIH
estimuladas con ssRNA40, LPS o la combinacién de LPS+CpG. B. Frecuencia de CDc IL-12+ de SP y NL de
personas con VIH estimuladas con ssRNA40, LPS o la combinacién de LPS+CpG. C. Frecuencia de CDc IFN-
a+ de SP y NL de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, LPS o la combinacién de LPS+CpG. Se
aplicod la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar ambos compartimentos. Se
consideré una p<0.05 como significativa.

Al comparar la produccion de citocinas en las CDc de SP de la condicidon
control (sin estimulo) entre los diversos estimulos, se observé que la frecuencia de

CDc TNF-a+ de SP, increment6 significativamente después de estimular el TLR-8
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con ssRNA40, el TLR-4 con LPS o TLR-4 y -9 con LPS+CpG (p<0.0001

respectivamente, figura 17A).
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Figura 17. Frecuencia de CDc TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con
ligandos de TLR. A. Frecuencia de CDc TNF-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, LPS
o la combinacion de LPS+CpG. B. Frecuencia de CDc IL-12+ de SP de personas con VIH estimuladas con
ssRNA40, LPS o la combinacién de LPS+CpG. C. Frecuencia de CDc IFN-a+ de SP de personas con VIH
estimuladas con ssRNA40, LPS o la combinacién de LPS+CpG. Se aplicoé la prueba estadistica no
paramétrica U de Mann Whitney para comparar el control (sin estimulo) con cada condicion estimulada. Se
consideré una p<0.05 como significativa.

De igual manera, la frecuencia de CDc IL-12+ de SP, incrementd
significativamente después de estimular con ssRNA40, LPS o LPS+CpG

(p<0.0001 respectivamente, figura 17B). Aunque la frecuencia de CDc IFN-a+ de
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SP fue muy baja, se observé que ésta aumentd significativamente al estimular con

ssRNA40, LPS o LPS+CpG (p=0.0496, p=0.0266, p=0.0281, respectivamente;

figura 17C).
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Figura 18. Frecuencia de CDc TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ de NL de personas con VIH estimuladas con
ligandos de TLR. A. Frecuencia de CDc TNF-a+ de NL de personas con VIH estimuladas con ssRNA40,
LPS, CpG o la combinacion de LPS+CpG. B. Frecuencia de CDc IL-12+ de NL de personas con VIH
estimuladas con ssRNA40, LPS, CpG o la combinacion de LPS+CpG. Se aplicé la prueba estadistica no
paramétrica U de Mann Whitney para comparar el control (sin estimulo) con cada condicién estimulada. Se
consideré una p<0.05 como significativa.

Al comparar la produccién de citocinas en las CDc de NL de la condicion control
(sin estimulo) con los diversos estimulos, se encontré que la frecuencia de CDc

TNF-a+ de SP, incrementd significativamente después de la estimulacion con
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ssRNA40, LPS o LPS+CpG (p<0.0001 respectivamente, figura 18A). Ademas, la
frecuencia de CDc IL-12+ de NL, incrementd significativamente después de
estimular con ssRNA40, LPS o LPS+CpG (p<0.0001, p=0.0002 y p=0.0005,
respectivamente; figura 18B). A diferencia de las CDc de SP, la frecuencia de CDc
IFN-o+ del NL aumentd significativamente solo después de estimular

simultdneamente el TLR-4 y -9 (LPS+CpG) (p=0.0032, figura 18C).

5.7 Asociaciones con la carga viral y produccion de citocinas en células

dendriticas convencionales

Para determinar si el incremento en la produccion de citocinas se asocia
con la CVp y, por tanto, con la funcionalidad de las CDc estimuladas, se calculé el
coeficiente de correlacion de Spearman para datos no paramétricos. Se observo
una correlaciéon positiva entre la frecuencia de las CDc TNF-a+ o CDc IL-12+ de
SP después de ser estimuladas con ssRNA40 con la CVp en el grupo de personas
con VIH+ (r=0.7802, p=0.0015; r=0.6615, p=0.0121; figura 19A y 19B). Mas aun,
se observé una correlacion positiva entre la frecuencia de las CDc IL-12+ del NL

estimuladas con ssRNA40 con la CVp (r=0.5089, p=0.0340; figura 19C).
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Figura 19. Correlacion de la carga viral con la produccion de citocinas en las CDc de personas VIH+
después de estimular el TLR-8 con ssRNA40. A. Correlacion entre la frecuencia de CDc TNF-o+ de SP y la
CVp de personas VIH+. B. Correlacion entre la frecuencia de CDc IL-12+ de SP y la CVp de personas VIH+.
B. Correlacion entre la frecuencia de CDc IL-12+ de NL y la CVp de personas VIH+. Se calculd el coeficiente
de correlacién de Spearman. Se consideré p<0.05 como significativo.

5.8 Analisis funcional de células dendriticas plasmacitoides: produccion de

citocinas

En la figura 20, se muestra un ejemplo representativo de la grafica de
puntos obtenida del analisis en FlowJo. En cada grafica de puntos, el recuadro de
la derecha delimita las CDp que produjeron citocinas (IFN-a y TNF-a) después de
estimular el TLR-9 con CpG. En nuestras resultados, se observo que las CDp de

SP y NL de personas con VIH fueron capaces de producir IFN-a, IL-12 y TNF-a
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después de ser estimuladas con ligandos de TLR (ssRNA40 para TLR-7, CpG

para TLR-9 o LPS+CpG para TLR-4 y -9).

Sin estimulo +CpG Sin estimulo +CpG
A\
0% 17.3% 1.23% | 53%
sP
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22.5% 39.9%
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NL 0.17%
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IFN-a > TNFa >

Figura 20. Ejemplo representativo de la frecuencia de CDp IFN-a+ o TNF-a+ de SP y NL de personas
VIH+. Los recuadros superiores muestran graficas de puntos que representan la frecuencia de las CDp IFN-
a+ o TNF-a+ de SP de personas VIH+ en condiciones sin estimular y después de ser estimuladas con un
ligando del TLR9 (CpG 3 ug/mL). Los recuadros inferiores muestran las graficas de puntos que representan la
frecuencia de las CDp IFN-a+ o TNF-a+ del NL de personas VIH+ en condiciones sin estimular y después de
ser estimuladas con CpG (3 ug/mL). En el eje de las Y: SSC indica la granularidad de las células.

Interesantemente, en la condicion sin estimulo, la frecuencia de las CDp
IFN-a+ del NL fue mayor que la de SP (p=0.0122, figura 21C). La frecuencia de
CDp TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ del NL fue mayor que la frecuencia CDp de SP
después de ser estimuladas con CpG (p=0.0541, p=0.0495, p=0.0122 para TNF-a,
IL-12 e IFN-a, respectivamente, figura 21A, 21B y 21C). Ademas, la frecuencia de
CDp TNF-a+ de NL también fue significativamente mayor que la de SP después
de ser estimuladas con LPS+CpG (p=0.0236, figura 21A). Similar a lo observado

en las CDc, la frecuencia de las CDp TNF-a+ fue mayor que la frecuencia
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observada de CDp IFN-a+ o CDp IL-12+ después de ser estimuladas con

ssRNA40, CpG o LPS+CpG (figura 21A, 21B y 21C).
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Figura 21. Frecuencia de CDp TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con
ligandos de TLR. A. Frecuencia de CDp TNF-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40,
CpG o LPS+CpG. B. Frecuencia de CDp IL-12+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, CpG
o LPS+CpG. C. Frecuencia de CDp IFN-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, CpG o
LPS+CpG. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar el control (sin
estimulo) con cada condicion estimulada. Se consideré una p<0.05 como significativa.

Para determinar la respuesta o produccion de citocinas de las CDp de SP
de personas con VIH después de estimularlas con diferentes ligandos de TLR, se
comparé la condicidn control (sin estimulo) con los diversos estimulos. Se observo

que la frecuencia de CDp TNF-a+ de SP, incrementd significativamente después
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de estimular las células con ssRNA40, CpG o LPS+CpG (p<0.0001, p=0.0008,
p<0.0001, para TNF, IL12, etc, respectivamente; figura 22A). Por otro lado, la
frecuencia de CDp IL-12+ aumento significativamente con el estimulo de ssRNA40
(p=0.0009) o con la combinacién de LPS+CpG (p<0.0001, figura 22B), pero no

con CpG solo.
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Figura 22. Frecuencia de CDp TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con
ligandos de TLR. A. Frecuencia de CDp TNF-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40,
CpG o LPS+CpG. B. Frecuencia de CDp IL-12+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, CpG
o LPS+CpG. C. Frecuencia de CDp IFN-a+ de SP de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, CpG o
LPS+CpG. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar el control (sin
estimulo) con cada condicion estimulada. Se consideré una p<0.05 como significativa.
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Similar a lo observado con la producciéon de TNF-a, la frecuencia de CDp
IFN-a+ de SP, increment6 significativamente después de estimular con ssRNA40,
CpG o LPS+CpG (p=0.0002, p=0.0002, p<0.0001, respectivamente; figura 22C).
Aunque las CDp no expresan TLR-4, el cual reconoce al LPS, la frecuencia de
CDp IL-12+ de SP aumenta significativamente al estimular con LPS+CpG, pero no

unicamente con CpG (figura 22B).
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Figura 23. Frecuencia de CDp TNF-a+, IL-12+ e IFN-a+ de NL de personas con VIH estimuladas con
ligandos de TLR. A. Frecuencia de CDp TNF-a+ de NL de personas con VIH estimuladas con ssRNA40,
CpG o LPS+CpG. B. Frecuencia de CDp IL-12+ de NL de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, CpG
o LPS+CpG. C. Frecuencia de CDp IFN-a+ de NL de personas con VIH estimuladas con ssRNA40, CpG o
LPS+CpG. Se aplico la prueba estadistica no paramétrica U de Mann Whitney para comparar el control (sin
estimulo) con cada condicién estimulada. Se consideré una p<0.05 como significativa.
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Similarmente a lo observado en las CDp de SP, podemos observar que la
frecuencia de CDp TNF-a+ de NL incrementé significativamente después de
estimular las células con ssRNA40, CpG o LPS+CpG (p=0.0001, p<0.0001,
p<0.0001, respectivamente; figura 23A). Por otro lado, la frecuencia de CDp IL-
12+ del NL aumenté significativamente solo con el estimulo de CpG (p=0.0105,
figura 23B). Similar a lo observado con la produccion de TNF-a, la frecuencia de
CDp IFN-o+ de NL, incrementa significativamente después de estimular con
ssRNA40, CpG o LPS+CpG (p=0.0327, p<0.0001, p<0.0001, respectivamente;

figura 23C).

5.9 Asociaciones con la carga viral y produccion de citocinas en células

dendriticas plasmacitoides

Para determinar asociaciones entre la la carga viral en plasma y la
funcionalidad de las CDp, se calculd el coeficiente de correlacion de Spearman.
En el grupo de personas con VIH+, se observé una correlacién positiva entre la
frecuencia de las CDc TNF-a+, IL-12+ o IFN-a+ de NL después de ser
estimuladas con CpG con la CVp (r=0.5429, p=0.0479 para TNF-a; r=0.5912,
p=0.0288 para IL12; r=0.5385 p=0.0500 para IFN-o; figura 24A, 24B y 24C,

respectivamente).
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Figura 24. Correlacion de la carga viral con la produccidon de citocinas en las CDp de personas VIH+
después de ser estimuladas con CpG. A. Correlacion entre la frecuencia de CDp TNF-a+ de NL y la CVp
de personas VIH+. B. Correlacion entre la frecuencia de CDp IL-12+ de NL y la CVp de personas VIH+. B.
Correlacion entre la frecuencia de CDp IFN-a+ de NL y la CVp de personas VIH+. Se calcul6 el coeficiente de
correlacion de Spearman. Se considerd p<0.05 como significativo.

5.10 Polifuncionalidad de las células dendriticas convencionales

La polifuncionalidad de una célula puede definirse como la capacidad de
expresar o producir una o mas proteinas o citocinas simultaneamente, lo cual
probablemente le confiere a dicha célula ejercer una o varias funciones al mismo
tiempo. Para evaluar la capacidad polifuncional de las CD se utilizé el programa
SPICE, el cual describe graficamente la capacidad de las CD de producir varias

citocinas. El programa SPICE utiliza datos booleanos que se obtienen del andlisis
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de las células en el programa de analisis Flowjo. Los datos booleanos representan
la frecuencia de aquellas poblaciones de CD que producen una 0 mas de una
citocina simultaneamente, en todas las combinaciones posibles (Roederer et al.,

2011).

En la figura 25, se muestra la comparacién entre las poblaciones de CDc de
SP y NL de personas con VIH que produjeron una o varias citocinas después de

estimular el TLR8 con ssRNA40, el TLR-4 con LPS o TLR-4 y -9 con LPS+CpG.

Sin estimulo ssRNA40 LPS+CpG

IFN-a  + + + + - - - -
IL-12 + + - - + + - -
TNF-a + - + - + - + -
=] O O (] O o =] [m]

Figura 25. Polifuncionalidad de las CDc de SP y NL de personas con VIH. A. Graficas de pastel que
representan las poblaciones de células dendriticas de SP de personas VIH+ que producen una o varias
citocinas sin estimulo, al ser estimuladas con ssRNA40 para TLR-8, LPS para TLR-4 o LPS+CpG para TLR-4
y -9. B. Gréficas de pastel que representan las poblaciones de células dendriticas de NL de personas VIH+
que producen una o varias citocinas sin estimulo, al ser estimuladas con ssRNA40 para TLR-8, LPS para
TLR-4 0 LPS+CpG para TLR-4 y -9.
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Al comparar las CDc de SP y NL con el analisis polifuncional, podemos
describir que la frecuencia de las diferentes combinaciones de citocinas o
poblaciones de CDc es similar en cada condicién (figura 25A y 25B). Ademas, se
observd que las poblaciones de CDc de SP y NL sin estimulo fueron
mayoritariamente células que no producen ninguna de las citocinas determinadas,
aunque si existen CDc TNF-a+ o CDc IL-12+ en muy baja frecuencia (figura 25A y
25B). Con respecto al control (sin estimulo), una vez estimuladas con los ligandos
de TLR, tanto las CDc de SP como de NL, en su mayoria no produjeron ninguna
de las citocinas determinadas, pero se observd una mayor frecuencia de CDc que
produjeron una sola citocina, CDc TNF-a+ o IL-12+, al igual que dos citocinas
simultdneamente, CDc TNF-a+ IL-12+ (figura 25A y 25B). Ademas, se observd
una mayor respuesta en las CDc estimuladas con LPS (TLR-4) (figura 25A y 25B)

con respecto de ssRNA40 (TLR-8) o LPS+CpG (TLR-4 y -9).

En la figura 26, se muestra otra forma de representar la polifuncionalidad de
las CDc, se observaron las frecuencias de CDc de SP (figura 26A) y NL (figura
26B) de las distintas combinaciones de citocinas o poblaciones de CDc y la
similitud de ambos compartimentos en la respuesta antes los estimulos de TLR
utilizados. Las poblaciones de CDc de SP y NL fueron mayoritariamente células
que no produjeron ninguna de las citocinas estudiadas (TNF-a- IL-12- IFN-a-)
aunque si hay pero en menor frecuencia, CDc que producen una sola citocina,
TNF-a+ o IL-12+ (figura 26A y 26B). La frecuencia de CDc positivas para dos o
mas citocinas es practicamente nula, por tanto podriamos sugerir que la

polifuncionalidad de las CDc de SP y NL es escasa.

68



m Sin estimulo
m LPS+CpG
80.0
a m LPS
(2]
@ 60.04 = ssRNA40
T
[3)
(=)
O 40.0
[}
T
o
s 20.0
0.0 — 0
B
m Sin estimulo
80.0{ M@ LPS+CpG
- m LPS
=z
® 60.0
3 1 ssRNA40
[3)
(a]
O 40.0
[}
T
X
20.0
0.0 } ; " " — " J
IFN-o. + + + - - - - _
IL-12 + - - - ks + - -
TNF-a + - + - + - + -

Figura 26. Porcentaje de CDc de SP y NL de personas con VIH que producen una, dos o tres citocinas
después de la activacion de TLR. A. Porcentaje de CDc de SP de personas con VIH que representa las
poblaciones que producen ninguna, una, dos o tres citocinas sin estimulo y al ser estimuladas con LPS+CpG
(TLR-4 y -9), LPS (TLR-4) o ssRNA40 (TLR-8). B. Porcentaje de CDc de SP de personas con VIH que

representa las poblaciones que producen ninguna, una, dos o tres citocinas sin estimulo y al ser estimuladas
con LPS+CpG (TLR-4 y -9), LPS (TLR-4) o ssRNA40 (TLR-8).

5.11 Polifuncionalidad de las células dendriticas plasmacitoides

Como se explicd anteriormente, en este estudio, la polifuncionalidad de una

célula se defini6 como Ila capacidad producir una o mas citocinas

simultdaneamente.
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En la figura 27, se muestra la comparacion entre las CDp de SP y NL de
personas con VIH que producen una, dos 6 tres citocinas después de ser
estimuladas con ssRNA40 (para TLR-7), CpG (para TLR-9) o LPS+CpG (para
TLR-4 y -9). De manera descriptiva, se observo que la combinacion de citocinas o
poblaciones de CDp de SP y NL en condiciones sin estimulo, fueron
mayoritariamente células que no producen ninguna de las citocinas estudiadas
(TNF-a, IFN-a e IL-12) (figura 27A y 27B). Una vez estimuladas con los ligandos
de TLR mencionados, las CDp de SP produjeron principalmente una sola citocina,

CDp TNF-a+, IL-12+ o IFN-a+ (figura 27A).

Sin estimulo ssRNA40 LPS+CpG
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Figura 27. Polifuncionalidad de las CDp de SP y NL de personas con VIH. A. Graficas de pastel que
representan las poblaciones de células dendriticas de SP de personas VIH+ que producen una o varias
citocinas sin estimulo y al ser estimuladas con ssRNA40 para TLR-7, CpG para TLR-9 o LPS+CpG para TLR-
4y -9. B. Graficas de pastel que representan las poblaciones de CDp de SP de personas VIH+ que producen
una o varias citocinas sin estimulo y al ser estimuladas con ssRNA40 para TLR-7, CpG para TLR-9 o
LPS+CpG para TLR-4 y -9.
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Interesantemente, podemos observar que las CDp de NL son mas
polifuncionales que las CDp de SP al ser estimuladas con el CpG, ligando de TLR-
7, ya que se observaron poblaciones de CDp que producen dos o tres citocinas al
mismo tiempo, CDp TNF-a+ IL-12+, CDp TNF-a+ IFN-o+ y CDp TNF-a+ IL-12+
IFN-o+ (figura 27A y 27B). Ademas, la frecuencia de CDp TNF-a+ del NL aumento
considerablemente (figura 27B). Al estimular las CDp de NL con dos ligandos
simultdneamente LPS+CpG, ya no se observé la poblacion de CDp TNF-a+ IL-
12+, o la poblacion triple positiva observadas con el estimulo de CpG (figura 27B).
Interesantemente, la polifuncionalidad de las CDp de personas con VIH
estimuladas con ssRNA40, es similar en SP y NL (figura 27A y 27B), aunque la

frecuencia de CDp TNF-a+ o CDp IL-12+ es mayor en NL.

En la figura 28, se muestra una forma distinta de representar la
polifuncionalidad de las CDp, se graficaron las frecuencias de las distintas
combinaciones de citocinas o poblaciones de CDp y se observé una diferencia
entre las CDp de SP (figura 28A) y NL (figura 28B) en respuesta a los distintos
ligandos de TLR. Las poblaciones de CDp de SP y NL fueron mayoritariamente
células que no produjeron ninguna de las citocinas determinadas (TNF-a- IL-12-
IFN-a-) aunque en el NL disminuye la frecuencia de éstas con los estimulos de
CpG (TLR-9) 0 LPS+CpG (TLR-4 y -9) (figura 28A y 28B). También se observaron
CDp TNF-a+ o CDp IL-12+ de SP (figura 28A) aunque en menor frecuencia que
en el NL (figura 28B) después de estimular el TLR-7 con ssRNA40, el TLR-9 con
CpG o el TLR-4 y -9 con LPS+CpG. Importantemente, la frecuencia de CDp que

produjeron dos citocinas (TNF-a+ IFN-a+) se observd solo en las CDp del NL
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estimuladas con CpG (TLR-9) o LPS+CpG (TLR-4 y -9) (figura 28B).
Interesantemente, la frecuencia de CDp TNFa+ IL12+ o triples positivas (TNF-a+
IL-12 IFN-a+) aunque es muy baja, se observo solamente en las CDp del NL
estimuladas con CpG, pero no se observaron en la condicion de doble estimulo
LPS+CpG (figura 28B). Estos resultados sugieren, que la respuesta de las CDp es

distinta dependiendo del estimulo utilizado y que la polifuncionalidad de las CDp

del NL es mayor a la de SP.
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Figura 28. Porcentaje de CDp de SP y NL de personas con VIH que proucen una, dos, tres citocinas. A.
Porcentaje de CDp de SP de personas con VIH que representa las poblaciones que producen ninguna, una,
dos o tres citocinas sin estimulo y al ser estimuladas con LPS+CpG (TLR-4 y -9), LPS (TLR-4) o ssRNA40
(TLR-7). B. Porcentaje de CDp de SP de personas con VIH que representa las poblaciones que producen

ninguna, una, dos o tres citocinas sin estimulo y al ser estimuladas con LPS+CpG (TLR-4 y -9), LPS (TLR-4) o
sSRNA40 (TLR-7).
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6. Discusion de resultados

El NL representa el sitio anatdomico en el cual la respuestas de las células T
y B son inducidas y reguladas (Buettner and Bode, 2012). Importantemente, hay
eventos criticos durante la infeccion por VIH que ocurren en el NL (van
Grevenynghe et al., 2008). El compartimento de tejido linfatico es el sitio
anatémico donde el VIH es producido y almacenado, incluso después de iniciar
TAR (Embretson et al., 1993, Haase, 1999, Pantaleo et al., 1991, Pantaleo et al.,
1993). Ademas, es el sitio anatdbmico donde se han encontrado algunas
correlaciones de proteccién contra el VIS en modelos PNH (Teleshova et al., 2013,
Wijewardana et al., 2009, Wonderlich and Barratt-Boyes, 2012), lo que sugiere que
hay eventos esenciales que ocurren en el NL para una respuesta efectiva contra el
VIH. De manera importante, en la infeccion por VIH, se han estudiado
principalmente las CD de SP ya que es un compartimento de facil acceso
comparado con el NL. Ya que la presentacién de antigeno se lleva a cabo en el
NL, el estudio de las CD en el NL de personas con VIH es de vital importancia. En
el contexto de la infeccion por VIH/VIS, la mayoria de estudios de CD se ha
enfocado al describir la respuesta de las CDp contra el VIH/VIS en sangre y otros
tejidos (Barblu et al., 2012, Brown et al., 2009, Cella et al., 1999, Herbeuval et al.,
2012, Killian et al., 2006, Li et al., 2014, Malleret et al., 2008, O'Brien et al., 2013,
Wijewardana et al., 2009), y poco se conoce acerca de las CDc y su funcion
durante la infeccién por VIH (Dillon et al., 2008, Fontaine et al., 2009, Biancotto et
al., 2007). En el presente estudio, se observé que la frecuencia de las CDp de SP

de personas VIH+ disminuy6 significativamente y correlacioné negativamente con
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la carga viral (figura 6). Una propuesta interesante que podria explicar la
disminuciéon de las CDp de SP de personas con VIH podria ser la conversion de
éstas células a CDc, fendbmeno que se ha observado en ratones durante
infecciones virales (Liou et al., 2008). Sin embargo, no observamos un mayor
numero de CDc en SP (figura 6). La muerte de las CDp también podria explicar la
disminucién de estas células en personas con VIH, sin embargo en este trabajo no
se observo un incremento en la frecuencia de CDp Anexina V+ que nos sugiriera
la muerte apoptética como causa de la disminucion (figura 7). Interesantemente,
en nuestro estudio observamos que la frecuencia de CDp en el NL de personas
con VIH incrementé (figura 6), lo cual podria sugerirnos que las CDp de la SP se
redistribuyen hacia el NL ante la infeccién por el VIH y explicaria su disminucién
en SP. La acumulacion de las CDp en el NL también se ha observado en modelos
PNH infectados por el VIS (Brown et al., 2009, Malleret et al., 2008) y en NL de
personas VIH+ (Dillon et al.,, 2008, Lehmann et al., 2010). Mas aun, se ha
demostrado que la expresion de los receptores involucrados en la migracion hacia
el tejido linfoide, tales como CCR7 y CD62L, incrementa en las CDp de personas
con VIH (Lehmann et al., 2010). El reclutamiento de las CDp de SP hacia los NL
durante la infeccién crénica por VIH podria ser perjudicial ya que se ha
demostrado que las CDp producen cantidades elevadas de IFN-o y expresan
TRAIL (receptor TNF), y ésta produccién a su vez esta relacionada con la pérdida
de LT CD4+ (Barblu et al., 2012). Como ya se mencion6 anteriormente, las CDp
han sido estudiadas extensivamente en el contexto de la infeccion por VIH y poco

se conoce con respecto a las CDc. En nuestro estudio, también se observo que la
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frecuencia de CDc de SP de personas con VIH disminuyé significativamente y
correlacioné negativamente con la carga viral (figura 6), pero no observamos un
incremento en el NL que sugiera su redistribucion a éste sitio anatémico. La
disminucién que observamos en la frecuencia de las CDc de SP de personas
VIH+, al igual que la correlacion negativa con la carga viral, ya se ha reportado
previamente por otros grupos de investigacion (Barron et al., 2003, Jiao et al.,
2014, Sabado et al., 2010). En modelos PNH infectados por VIS, se ha sugerido
que la disminucién de CDc esta relacionada con un aumento en la apoptosis o
debido a la redistribucién hacia los NL (Wijewardana et al., 2013). Posiblemente, la
disminucién en la frecuencia de CDc de SP observada en este trabajo podria
deberse a un aumento en la muerte celular inducida por el propio virus. Aunque es
poco probable que la infeccion por el VIH contribuya al incremento en la muerte de
las CDc per se, ya que la replicacion viral es restringida en éstas células (Bloch et
al.,, 2014). Ademas, en nuestro estudio no se observé un incremento en la
frecuencia de CDc de SP Anexina V+ que nos indique la muerte de estas células,
al momento en el que se realizé el ensayo (figura 7). En nuestro estudio también
observamos que la frecuencia de CDc de NL de personas VIH+ disminuyd
significativamente (figura 6), similar a lo observado por Biancotto y colaboradores
en NL de personas con VIH en etapa cronica (Biancotto et al., 2007). Se ha
descrito que las CDc de NL de PNH infectados por VIS, mueren por apoptosis a
través de la interaccion CD95/CD95L (Wijewardana et al., 2010). Las CDp son las

productoras principales de IFN-a durante las infecciones virales (Siegal et al.,

1999), pero también pueden producir otras citocinas inflamatorias como el TNF-a.
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(Gibson et al., 2002, Saidi et al., 2016, Ogata et al., 2013). Ya que encontramos
que las CDp se acumulan en el NL de personas VIH+ (figura 6), es posible que la
disminucién observada de CDc en el NL se deba a que las cantidades elevadas de
IFN-o. o TNF-a secretado por las CDp en respuesta al VIH, pues se ha reportado
que el IFN-a altera la diferenciacion de las CDc (Kodama et al., 2010) y el TNF-a
puede activar vias de sefalizacion apoptéticas (Kumar et al., 2013). No
descartamos la idea de que las CDc se redistribuyan hacia el NL de personas con
VIH, ya que se ha reportado que la habilidad migratoria de las CDc no esta
afectada (Dillon et al., 2008). La disminucion de las CDc en el NL podria tener
consecuencias funcionales (Jiao et al., 2014), tales como afectar la presentacion
de antigeno, promover la deficiencia en la activacion de LT, aunque se requieren

experimentos para dilucidarlo.

Debido a que la interacciéon entre las CD y los LT ocurre principalmente en
el NL (Buettner and Bode, 2012, Banchereau et al., 2000, Banchereau and
Steinman, 1998), nos dispusimos a describir las caracteristicas fenotipicas de las
CD del NL comparadas con las CD de SP. El resultado de la activacion de un LT
depende en parte de las senales que provee la CD a través de las proteinas co-
estimuladoras y co-inhibidoras (Steinman, 2003). Las proteinas CD40 y CD83
expresadas en la superficie de las CD se consideran marcadores de activacion, ya
que su expresion se regula positivamente una vez que la CD recibié sefales de
maduracién al entrar en contacto con patégenos (O'Sullivan and Thomas, 2003,
Prechtel and Steinkasserer, 2007). Como era de esperarse, se observo un

incremento en la frecuencia de CDc de SP de personas VIH+ que expresan los
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marcadores de activacion CD40 y CD80 (figura 8). Ademas, observamos que la
frecuencia de CDc de NL que expresan CD40, CD80 y CD83 fue similar en
individuos VIH+ comparado con personas VIH- (figura 8). Unicamente en el grupo
de individuos VIH+, la expresion de estas proteinas en las CDc de NL aumentd
significativamente comparado con SP (figura 9). Dicho incremento en la expresion
de proteinas de activacion y co-estimulacion podria ser consecuencia de la
presencia del VIH o citocinas pro-inflamatorias, ya que se ha reportado
previamente un incremento en la produccién de IFN-a, IL-1p e IL-12 en el NL de
personas con VIH (Biancotto et al., 2007, Lehmann et al., 2010). Estos resultados
nos podrian indicar que las CDc de NL de personas con VIH son capaces de
activarse ya sea por la presencia del virus o de otros factores inflamatorios.
Ademas, el incremento observado en la expresion de CD40, CD80 y CD83 en las
CDc podria ser un mecanismo compensatorio debido al numero reducido de estas
células en el NL de personas con VIH, aunque no existe hasta la fecha evidencia
que lo demuestre. En nuestro estudio no observamos diferencias significativas en
la frecuencia o expresion de CD86 en las CDc de SP o NL de ambos grupos de
estudio por lo que es importante mencionar que el nivel de expresion de CD86 en
las CDc es elevado y se expresa de manera constitutiva (Ni and O'Neill, 1997).
Mientras que algunos autores reportan que las CDc del NL de tienen un fenotipo
inmaduro en personas infectadas por VIH, es decir, aumentan la expresion solo de
proteinas de activacién pero no de co-estimulacién, (Dillon et al., 2008, Lore et al.,
2002, Alter et al., 2010), nuestros resultados sugieren que durante la infeccién por

VIH, las CDc pueden expresar proteinas de activacion y co-estimulacion en el NL.
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Ademas de la senal de co-estimulacion, la regulacion de la activacién del LT
también depende de las sefiales de co-inhibicién. En este trabajo se determind la
expresion de las proteinas co-inhibidoras PD-1 y PD-L1, ya que el balance de las
sefales co-estimuladoras y co-inhibidoras influye en el resultado final de la
activacion del LT. La proteina PD-1 se expresa principalmente en LT activados y
se ha reportado su sobreexpresion en LT de individuos VIH+, VHC+ y VHB+
(Porichis and Kaufmann, 2012, Raziorrouh et al., 2014, Saha et al., 2013, Xiao et
al., 2015). Hasta ahora, se desconocia la expresién de PD-1 y PD-L1 en las CDc
de NL humanos, dato relevante debido al uso terapéutico de anticuerpos que
bloquean la interaccion de PD-1/PD-L1 para el tratamiento de diversas patologias
como el cancer (Okazaki and Honjo, 2007). Interesantemente, en nuestro estudio
se observo una correlacion positiva de las CDc PD-1+ del NL con la carga viral en
plasma (figura 10). La proteina PD-1 podria ser transferida de la membrana del LT
a la CDc durante la sinapsis inmunoldgica, mediante un proceso conocido como
trogocitosis (Dhainaut and Moser, 2014). Por lo tanto, la expresion de PD-1
encontrada en las CDc del NL podria estar reflejando la interaccion que ocurre
entre el LT y la CDc en el NL de individuos VIH+. Ademas, el proceso de
intercambio de proteinas entre células podria ser un mecanismo de regulacién de
la activacion de ambas células durante la sinapsis inmunolédgica (Dhainaut and
Moser, 2014). Existe un reporte en el que se ha observado la expresién de PD-1
en las CD después de ser estimuladas con productos bacterianos, y cuya funcion
consiste en la autoregulacion de la secrecion de citocinas (Yao et al., 2009), asi
como también de la sobrevivencia de las CD (Park et al., 2014). Ademas,

recientemente se reportd que la expresion de PD-1 en las CD suprime la funcién
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efectora de los LT CD8+ (Lim et al., 2016). Por lo tanto, la expresion de PD-1 en
las CD de NL de personas VIH+ podria tener un impacto negativo en la respuesta
innata por parte de las CD, al disminuir su sobrevivencia, regular su produccion de
citocinas y suprimir la funcion de los LT CD8+, aunque esto no se ha demostrado

durante la infeccién por VIH.

La sobreexpresion de PD-L1 en las CD se ha observado en SP de personas
VIH+ (Wang et al., 2008, Cavaleiro et al., 2013) y en individuos VHC+ (Fouad et
al., 2013, Shen et al., 2010) y se ha asociado con la progresion de la infeccidon
(Trabattoni et al., 2003, Butte et al., 2007). En nuestro estudio, demostramos por
primera vez un incremento en la frecuencia de CDc PD-L1+ en el NL de individuos
VIH+ (figura 10). Nuestros resultados concuerdan con lo observado en los NL de
macacos rhesus infectados por el VIS, en los cuales se observd un mayor numero
de CDc que expresan PD-L1 (Xu, et al., 2010). El incremento en el numero de
CDc PD-L1+ en el NL de individuos VIH+ podria ser resultado de la interaccion de
CD40 con su ligando CD40L en los LT, ya que se ha reportado que la interaccion
de CD40-CD40L induce la expresion de PD-L1 en las CDc durante el proceso de
maduracién (Hubo et al., 2013). Mas aun, la correlacién poisitiva entre la
frecuencia de CDc CD83+ o CD40+ con las CDc PD-L1+ (figura 11) podria ser
consecuencia directa del VIH, ya que se ha reportado que la interaccion de la
proteina Tat del VIH con las CDDM induce la expresion de CD83 y PD-L1 en estas
células (Planes et al., 2014). Asi mismo, se ha reportado que los ligandos del TLR-
7/-8 derivados del VIH inducen la sobreexpresion de PD-L1 a en las CDc y CDp

(Meier et al.,, 2008). Ademas de las CDc, también se ha observado que los
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neutréfilos de personas con VIH sobreexpresan PD-L1 y pueden suprimir la
funcién de los LT (Bowers et al., 2014). Una vez que la proteina PD-1 expresada
en el LT se une a PD-L1 en la CDc, la activacién del LT se regula negativamente
en el NL (Reis e Sousa, 2006). Por lo tanto, el incremento en la frecuencia de CDc
PD-L1+ podria contribuir a la patogénesis de la infeccion por VIH, suprimiendo la
respuesta inmune especifica contra el virus y promoviendo la progresion de la
infeccidon. La proteina PD-L1 en conjunto con IL-10 promueve el fenotipo exhausto
o disfuncional de los LT CD8+ durante las infecciones virales cronicas (Brooks et
al., 2008). Ademas, la funcion o propiedad inmunogénica de las CD podrian
cambiar a tolerogénica mediante la interaccion y sefializaciéon de PD-L1/PD-1 en el

LT (Kim et al., 2011).

Interesantemente, podrian también existir diferencias en el perfil de
maduracién entre las CDc y las CDp durante la infeccién por VIH. Por ejemplo, las
CDp de NL de simios infectados con VIS son fenotipicamente inmaduras, es decir
solo expresan CD40, mientras que las CDc son maduras ya que expresan CDA40,
CD80, CD83 y CD86 (Brown et al., 2007). En otro estudio, se observé que las CDc
de simios mostraron un mayor grado de maduracion que las CDp (Jacquelin et al.,
2014) y son activadas rapidamente después de la infeccion por VIS, y las CDc de
SP incrementan la expresion de CD80 y CD86 a las 2 semanas de infeccién
(Wijewardana et al., 2010). En nuestro estudio, observamos que la frecuencia de
CDp que expresan CD40 o CD83 fue mayor en el NL de personas con VIH
comparado con la frecuencia encontrada en SP (figura 12). También encontramos

que el fenotipo entre las CDc y las CDp del NL fue diferente, las CDc expresaron
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CD40, CD80, CD83 y CD86, mientras que las CDp expresaron CD83 y CD86. Las
diferencias observadas en la activacién de las CDc y CDp podrian deberse a la
diferencia en la expresion de los diversos receptores que reconocen patrones
moleculares de patégenos. Las dos subpoblaciones de CD se distinguen por la
expresion de receptores TLR, por ejemplo, las CDc expresan TLR-1, -2, -3, -4, -5, -
6, -8 y -10 y las CDp expresan TLR-7 y -9 (Jarrossay et al., 2001, Kadowaki et al.,
2001). Entonces, el incremento en la expresién de proteinas de activacion podria
deberse a la presencia de productos bacterianos en personas VIH+, que activarian
a las CD a través de distintos TLR (Brenchley et al., 2006). Ademas, la unién de
CD40 con su ligando (CD40L) promueve la sobrevivencia de las CD, la liberacién
de citocinas y la expresion de moléculas co-estimuladoras (Elgueta et al., 2009).
Interesantemente, observamos que la expresiéon de CD40 disminuyé en las CDp de
SP y NL de personas VIH+ comparado con individuos VIH- (figura 8), lo cual podria
ser un mecanismo de autoregulacién para la CDp y disminuir la secrecion de
citocinas, sin embargo no se ha estudiado dicha posibilidad. La correlacion
encontrada de la frecuencia de CDp que expresan CD40 o CD83 con la carga viral
(figura 14), nos sugiere que el incremento de CDp CD40+ o CD83+ en el NL podria
estar relacionado a la inflamacién inducida por los niveles elevados de viriones en
personas con VIH (Pantaleo et al., 1993), ya que las CDp tienen la capacidad de
reconocer el ARN del VIH a través del TLR-7 y esta sefal a su vez promover la
expresion de marcadores de activacion (Beignon et al., 2005).

La tercerca senal que promueve la activacion de los LT en el NL es la
produccion de citocinas por parte de la CD, que ademas, nos puede indicar la

funcionalidad de estas células (Kalinski, 2009). Existen pocos reportes acerca del
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fenotipo y funcionalidad de las CD del NL durante la infeccién por VIH (Alter et al.,
2010, Dillon et al., 2008, Lehmann et al., 2010). Dada la dificultad para obtener
muestras de NL de humanos, recientemente se ha estudiado la produccion de
citocinas en CD de NL de simios infectados por VIS (Kader et al., 2013,
Wijewardana et al., 2014, Bruel et al., 2014). En nuestro estudio, se determin6
intracelularmente la produccion de citocinas inflamatorias tales como TNF-a, IFN-a
e IL-12 en las CDc y CDp de SP y NL de personas con VIH. Interesantemente, en
condiciones basales (sin haber agregado un estimulo) la frecuencia de CDc TNF-
a+ del NL fue mayor que la de SP, lo cual sugeriria un grado de activacion mayor
de las CDc en el NL que en SP (figura16), lo cual podria ser consecuencia de las
cantidades elevadas de virus y el microambiente inflamatorio del NL. Contrario a lo
que esperabamos, la frecuencia de CDc TNF-a+ fue mayor que la de CDc IL-12+
en los individuos con VIH (figura 16). Previamente en nuestro grupo de
investigacion, se reportdé un mayor porcentaje de CDc TNF-a+ de personas VIH+
en respuesta al LPS comparado con el porcentaje de individuos que controlan la
replicacion del virus de manera natural: la frecuencia de las CDc TNF-a+
correlaccion6é positivamente con la CVp (Camacho-Sandoval et al., 2014).
Recientemente se ha propuesto que el TNF-a podria ser una citocina asociada a
la progresién de la infeccion (Kumar et al., 2013). Ademas, otro grupo de estudio
reportd6 que la proteina Tat del VIH induce la produccion de citocinas
proinflamatorias en monocitos y CDDM (Ben Haij et al., 2015). Por otro lado, y
como ya se habia observado en CDc de SP previamente (Lore et al., 2003),
nuestro estudio mostré que la frecuencia de CDc IFN-a+ es muy baja, comparada

con la frecuencia de CDc TNF-a+ o CDc IL-12+ (figura 16) independientemente
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del estimulo. Nuestros resultados concuerdan con lo que se reportd
recientemente: el VIH bloquea la induccion de IFN en células mieloides como las
CD y macréfagos (Harman et al., 2015). Mas aun, al comparar las CDc de SP y
NL, observamos que la frecuencia de CDc IFN-a+ es mayor en el NL unicamente
después de ser estimuladas con LPS+CpG (figura 16), aunque el CpG no es
reconocido directamente por las CDc ya que no expresa TLR-9 (Kadowaki et al.,
2001), probablemente la diferencia observada sea consecuencia de la activacion
indirecta de la CDc por otras citocinas producidas en el medio de cultivo. Por

ejemplo el IFN-a que es producido por las CDp en presencia de CpG.

Interesantemente, nuestros resultados demuestran que las CDc de SP fueron
capaces de producir TNF-a, IFN-a e IL-12 al estimularlas con los ligandos de TLR
utilizados, ssRNA40, LPS o la combinacién de LSP+CpG (figura 17), lo que nos
indica que las CDc de personas con VIH aun pueden responder ante diversos
estimulos ex vivo. Estos resultados concuerdan con lo que recientemente se
reportd: las CD pueden activarse y secretar citocinas como TNF-a e IL-12 después
de estimularas in vitro con agonistas de TLR-2 y -4 (Giraldo et al., 2015).
Similarmente, observamos que las CDc del NL fueron capaces de producir TNF-a
e IL-12 después de la estimulaciéon con ssRNA40, LPS o LSP+CpG (figura 18),
aunque por ejemplo en simios, durante la infeccién crénica por el VIS, se ha
observado que la produccion de IL-12 por las CDc de NL se suprime (Wonderlich
et al.,, 2015). A pesar de los reportes controversiales acerca del fenotipo y
funcionalidad de las CD del NL durante la infeccion por VIH (Alter et al., 2010,

Dillon et al., 2008, Lehmann et al., 2010), nuestros resultados sugieren que las
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CDc son capaces de expresar proteinas co-estimuladoras y de producir IL-12 y
TNF-a una vez que se estimulan algunos TLR. Ademas, en nuestros resultados,
se observé que la produccion de TNF-a e IL12 en las CDc estimuladas con
ssRNA40 correlacion6 positivamente con la CVp (figura 19). Esto podria ser
consecuencia de un incremento en la expresion del TLR-8 en personas con VIH,
similar al incremento observado en la expresion del TLR-2 y -4 en CDc de
personas con VIH (Hernandez et al., 2012), sin embargo la expresion del TLR-8 no
se ha determinado hasta el momento en CDc de individuos con VIH. Ademas, la
correlacion observada nos indicaria que las CDc podrian estar participando en la
activaciéon inmune crénica al secretar citocinas inflamatorias y promover la

progresion de la enfermedad (Chang et al., 2012).

Por otro lado, se observo que las CDp de NL parecen estar mas activadas
que las CDp de SP, ya que se encontré un incremento en la frecuencia de CDp
IFN-a+ una vez estimuladas con CpG (figura 21). Esto podria ser resultado de la
presencia de altas concentraciones del VIH en el NL de personas infectadas
(Pantaleo et al., 1991). Aunque, en dos estudios se observé que las CDp de SP de
personas VIH+, producen menos IFN-a después de estimularlas con ligandos de
TLR-7 (Martinson et al., 2007, Chang et al., 2012), otro grupo de estudio reportd
que las CDp de SP expresan niveles elevados de IFN-a (Lehmann et al., 2008).
De manera importante, nuestros resultados demuestran que las CDp de SP fueron
capaces de producir TNF-a, IL-12 e IFN-a después de ser estimuladas con
ssRNA40 (para TLR-7), CpG (para TLR-9) o LSP+CpG (para TLR-4 y -9) (figura

22), lo que nos muestra que las CDp de personas VIH+ si son capaces de
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responder ante diversos agonistas de TLR. Similarmente, se observé que las CDp
del NL fueron capaces de producir TNF-a, IL-12 e IFN-a al ser estimuladas con
ssRNA40, CpG o LSP+CpG (figura 19). En NL de humanos, se ha demostrado
que las CDp se acumulan en éste sitio anatomico y secretan IFN-a (Lehmann et
al., 2010). Sin embargo en modelos de PNH, durante la infeccion crénica por el
VIS, se ha reportado que la produccion de IFN-a se reduce dramaticamente en las
CDp del NL despues de estimularlas con ligandos de TLR7/8, mientras que la
produccion de IL-12 no se ve afectada (Wonderlich et al., 2015). Importantemente,
en nuestros resultados se observé que la produccion de TNF-a, IFN-a e IL12 en
las CDp del NL estimuladas con CpG correlaciond positivamente con la CVp
(figura 24). En la infeccion por VIH, tanto las CDc como las CDp producen
mayoritariamente TNF-a, en lugar de las citocinas IL-12 o IFN-q, lo que nos indica
que las CDc y CDp podrian estar participando en la activaciéon inmune crénica y
promover la progresion de la enfermedad al secretar grandes cantidades de TNF-
a, ya que se ha observado que bloquear la produccién de IFN-a en simios

infectados por VIS no disminuye la activacion inmune (Kader et al., 2013).

En anos recientes, nuevas técnicas de analisis nos han permitido estudiar
las CD y su funciéon de una forma mas amplia, asi como estudiar otros tipos de
células. Por ejemplo, el andlisis polifuncional de una célula puede evaluar la
capacidad de expresar o producir una, dos o mas proteinas o citocinas
simultdneamente, lo cual le confiere a dicha célula ejercer cierta funcién.
Recientemente, el analisis polifuncional de los LT CD8+ durante la infeccion por

VIH ha sido de gran interés, ya que es posible determinar si éstas células pueden

85



secretar granzima, perforina, citocinas o expresar receptores simultaneamente
(Buggert et al., 2014, Lelic et al., 2012). Por ejemplo, los LT CD8+ exhaustos
(Blackburn et al., 2009) se caracterizan por una disminucibn en su
polifuncionalidad y dicha reduccion en la funcidon podria contribuir con la
progresion hacia SIDA (Demers et al., 2013). Dada la importante evidencia acerca
de la polifuncionalidad de las células, pensamos que tanto las CDc como las CDp
podrian tener también la capacidad producir mas de una citocina al mismo tiempo,
sin embargo la polifuncionalidad de las CD no habia sido estudiada en otros
reportes. En el presente trabajo, se observo que las poblaciones de CDc de SP y
NL en condiciones sin estimulo, fueron mayoritariamente células que no
produjeron ninguna de las citocinas determinadas en nuestro estudio (TNF-a, IFN-
a e IL-12) (figura 25), y que las CDc de NL muestran un mayor grado de activacion
que las de SP, lo cual podria deberse a que las CDc del NL previamente al
estimulo ex vivo han estado en contacto con diversos factores virales e
inmunoldgicos que podrian estarlas activando. Una vez estimuladas con los
ligandos de TLR, tanto las CDc de SP como de NL, producen principalmente una
sola citocina, es decir, observamos CDc TNF-a+ o IL-12+ (figura 25). De forma
importante, cabe mencionar que principalmente se observé la poblacién de CDc
TNF-a+, citocina que podria estar contribuyendo a la activacion inespecifica de los
LT y por tanto su infeccién por el VIH en el NL de personas infectadas (Biswas et
al., 2001). Ademas, al comparar las CDc de SP y NL, se pudo observar que las
poblaciones fueron similares, en cuanto a las citocinas producidas con las distintas
condiciones de estimulo. Por tanto, podemos sugerir que la polifuncionalidad de

las CDc de SP y NL es escasa, al menos en las condiciones y citocinas
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determinadas en este estudio. Sin embargo, se requiere el estudio de la
polifuncionalidad de las CDc de SP y NL de personas VIH- para determinar si la
polifuncionalidad de las CDc disminuye debido a la infeccion por VIH.

Similar a lo observado en las CDc, las poblaciones de CDp de SP y NL en
condiciones sin estimulo, fueron mayoritariamente células que no produjeron
ninguna de las citocinas determinadas en nuestro estudio (TNF-a, IFN-a e IL-12)
(figura 27). Una vez estimuladas, las CDp de SP produjeron principalmente una
sola citocina, CDp TNF-a+, IL-12+ o IFN-a+ (figura 27). Interesantemente, se
observd que las CDp de NL fueron mas polifuncionales que las CDp de SP al
estimular el TLR-9 con CpG, ya que se observaron poblaciones de CDp que
produjeron hasta dos o tres citocinas, por ejemplo, CDp IL-12+ TNF-a+ o CDp
IFN-a+ TNF-a+ (figura 28). Ademas, observamos que la poblacién de CDp TNF-
a+ aumentd considerablemente en el NL con respecto a SP (figura 27). El
incremento en la frecuencia de CDp TNF-a+ podria tener repercusiones en la
activacién crénica observada en personas con VIH (Estes, 2013, Brenchley et al.,
2006). Se requieren estudios posteriores acerca de la respuesta de las CDp de de
personas VIH- ante diversos estimulos, para determinar si los resultados
observados en este trabajo son consecuencia unica de la presencia del VIH o su

patogénesis.
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7. CONCLUSIONES

En conjunto, nuestros resultados demuestran que las CD de NL de
individuos VIH+ muestran un fenotipo activado y pueden contribuir al
microambiente inflamatorio del NL afectando la activacion de los LT. Por un lado
las CDp de individuos VIH+ producen IFN-a y TNF-a y por otro lado las CDc
producen IL-12 y TNF-a al ser estimuladas, pero también aumentan la expresiéon
de PD-L1. Estos hallazgos no solo ayudan en entender el papel de las CD en la
infeccion por VIH sino que pueden tener un impacto importante en el uso de
anticuerpos bloqueadores contra PD-1 o PD-L1 como terapia alternativa para
rescatar a los LT exhaustos (Dai et al., 2012), asi como también, en el uso de
inhibidores de TNF-a como terapia para disminuir la activacion crénica en
personas con VIH (Kumar et al.,, 2013). Ademas, los resultados presentados en
este trabajo podrian tener implicaciones en el uso de otras terapias inmunoldgicas
basadas en CD, ya que estudiamos las CD del NL, sitio anatémico dénde ocurre la

presentacion de antigeno.
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The immune response induced by dendritic cells (DC) during the HIV infection has been of remarkable
interest because of the therapeutic potential of DC for vaccine development. However, their beneficial
or detrimental contribution in HIV infection remains unclear. The activation state of DC in lymph nodes
(LN) is essential to induce T cell responses against HIV. In the present study, we characterized the
immunophenotype and function of conventional (¢cDC) and plasmacytoid (pDC) dendritic cells from
peripheral blood (PB) and LN of HIV* individuals. We observed that the frequency of PB pDC was
decreased and exhibited an immature phenotype; whereas in the LN, activated pDC accumulated
Lymph nodes (CD40" and CD83"). In addition, the frequency of PB cDC from HIV" individuals was decreased and exhib-
Co-stimulation ited an immature phenotype, whereas LN harbored activated and mature cDC (CD40", CD83", CD80" and
HIV CD86"). However, an increased number of PD-L1" ¢DC was also observed in the LN. Moreover, pDC and
PD-L1 cDC were able to produce inflammatory cytokines (IFN-o, TNF-oo and IL-12) after TLR stimulation.
These findings suggests that LN cDC expressing PD-L1 from HIV* individuals may negatively impact
the generation of HIV-specific T cells and that DC might be contributing to tissue chronic immune
activation.
© 2016 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights
reserved.
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1. Introduction

Lymph nodes (LN) are anatomical sites where T and B cells are
primed by antigen presenting cells (APC) such as dendritic cells
(DC). This event is facilitated by the up-regulation of class Il MHC
proteins, co-stimulatory proteins, chemokine receptors, and by
secretion of inflammatory cytokines in response to microbial com-
ponents [1]. Dendritic cells are a heterogeneous group of cells that
comprise several subtypes with distinct phenotypes and functional

Abbreviations: cDC, conventional dendritic cells; pDC, plasmacytoid dendritic
cells; LN, lymph nodes; PB, peripheral blood; Tc, T cells; pVL, plasma viral load;
GMFI, geometric mean of fluorescence intensity; FMO, fluorescence minus one.
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properties according to their localization [2]. In humans, two dif-
ferent DC subsets have been identified in the blood: plasmacytoid
DC (pDC) and conventional DC (cDC) [3]. Functionally, cDC are APC,
whereas pDC produce high levels of type I IFN in response to viral
infections [4,5]. Although these cells have been well described in
the peripheral blood (PB), less is known about human DC popula-
tions in secondary lymphoid organs such as LN [G]. The activation
of T lymphocytes in LN depends on the balance between co-
stimulatory and co-inhibitory signals provided by completely
mature DC. The CD40, CD83, CD80 and CD86 proteins provide
co-stimulatory signals to the T cells (Tc), whereas the co-
inhibitory protein PD-L1 negatively regulates the activation of
the Tc after its ligation with its receptor PD-1 [1].

In the HIV context, most of the work on DC has focused on the
study of PB DC from HIV-infected people due to the readily access
to this compartment and the limitations to obtain lymphoid
organs. During HIV infection, many cells, including DC, are altered
in frequency and phenotype. Several studies have reported that the
frequency of PB cDC and pDC are significantly decreased [7-9]. This

0198-8859/© 2016 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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decrease correlates with high levels of plasma viral load (pVL) and
with low levels of circulating CD4+ Tc [10,11]. Moreover, given the
small number of circulating DC in PB, functional studies in vitro
have relied on monocyte-derived DC (moDC) [12-15], demonstrat-
ing that the exposure of moDC to HIV gp120 protein induces
abnormal maturation and functional alterations in these cells
[13]. However, a recent study demonstrated that HIV-1 Tat protein
induces the maturation of moDC as well as the overexpression of
the co-inhibitory protein PD-L1 [15]. Also, this has been reported
in other chronic viral infections such as HCV and HBV the presence
of immature DC in PB [16,17], characterized by decreased expres-
sion of CD40, CD83, CD86 and increased PD-L1 [16].

Only few articles have reported the maturation state of DCin LN
from HIV-infected individuals based only on the expression of co-
stimulatory proteins. Although the results are controversial, it has
been suggested that these cells are immature (characterized by the
increased expression of CD40 but not CD80, CD83 and CD86)
[8,14,18]. An immature DC might lead to tolerance or anergy
instead of activation of Tc [19], thus contributing to the pathogen-
esis of HIV infection.

During the HIV infection, the LN become an important anatom-
ical site of sustained virus production [20], exhibiting increased
collagen deposition with consequent loss of the LN architecture
[21]. This damage might affect important processes, such as anti-
gen presentation and priming that are performed in this site.
Understanding how LN DC are altered during HIV-1 infection is
crucial for the development of new therapy strategies, including
approaches to target DC with antigen to induce efficient adaptive
immunity against HIV. Whether the phenotype observed in PB
DC is similar in the LN during HIV infection is one of the purposes
of this study. In the present study, we characterized the expression
of co-stimulatory, co-inhibitory proteins and cytokine production
in PB and LN DC of HIV" individuals. The findings shown here
may have an important impact in the use of DC to induce specific
immune responses as well as the use of blockade antibodies
against PD-1 and PD-L1 as an alternative therapy to rescue Tc from
exhaustion [22].

2. Materials and methods
2.1. Ethics statement

All ethical issues related to this project were evaluated and
approved by the Institutional Bioethics and Science Committee of
the National Institute of Respiratory Diseases in Mexico City.
Peripheral blood and lymphoid tissue samples were obtained from
HIV~ and HIV® individuals after written consent was obtained.

2.2. Study subjects and samples

For DC characterization, we recruited 31 HIV* individuals that
were not receiving antiretroviral treatment and had no opportunis-
tic infections by the time of sample collection. Peripheral blood
samples were obtained from individuals with a median of plasma
viral load (pVL) of 101,276 RNA copies/mL (3180-2,577,701 RNA -
copies/mL) and a median of CD4+ Tc count of 402 cells/pL of blood
(4-1190 cells/pL) (Characteristics of each donor are shown in Sup-
plementary Table 1). Blood samples and LN from HIV~ subjects
were also obtained (n=5) with a median CD4+ Tc count of
1371 cells/puL of blood (970-2788 cells/uL). We obtained samples
from individuals who had palpable LN in the cervical area and were
biopsied for diagnostic purposes. None of the patients included in
this study had opportunistic infections, and all were HBV and HCV
negative. All LN biopsies were tested for the presence of fungi
and bacteria by culture and for the presence of Mycobacterium

tuberculosis by GeneXpert; all positive LN biopsies were discarded
from this study. Histopathology studies were performed to discard
any neoplasia. Biopsy samples were placed in Hanks medium
(Lonza, Walkersville, MD) and immediately transferred to the
laboratory for further processing. Lymphoid tissue was cut in small
pieces with a scalpel and incubated in Hanks medium with cal-
cium, magnesium and collagenase D (400 units/mL, Roche, Basilea,
Switzerland) at 37 °C for 20 min. The LN used for cytokine produc-
tion assays were not incubated with collagenase. Then cells were
dissociated using a 70-pum mesh and a syringe embolus. The day
of the LN biopsy, PB samples were also collected to determine
pVL, CD4+ Tc count. Fresh PBMC were separated from PB by
density gradient centrifugation using Ficoll-Hypaque (Accurate,
Florida, USA). After cell separation, PBMC and LNMC were stained
for flow cytometry analysis.

2.3. Phenotypic characterization of dendritic cells

To avoid unintentional maturation of DC due to culture expo-
sure or alterations in cell protein expression due to freeze-
thawed processes, cells were stained immediately after separation
[23]. For DC characterization, freshly isolated PBMC or LNMC were
washed twice with PBS (Lonza, Walkersville, MD) and incubated
with amine-reactive dye (LIVE/DEAD fixable stain, Molecular
Probes, Oregon, USA) for 10 min at 4 °C. Cells were then washed
once with PBS and once with PBA (1% albumin and 1% sodium
azide in PBS) and incubated with a mixture of biotin mAb against
CD3 (clone UCHT1), CD14 (clone 61D3), CD20 (clone 2H7), and
CD56 (clone CSSMB; all biotin antibodies from eBioscience, Califor-
nia, USA). After 20-min incubation, cells were washed twice with
PBA and incubated for 30 min at 4 °C with streptavidin PE Texas
Red (BD, San Jose, CA) and fluorochrome-conjugated antibodies:
HLA-DR APCCy7 (clone 1243, BD), CD11c AF700 (clone 3.9, eBio-
science), CD123 PE (clone 7G3, BD), CD40 APC (clone 5C3, eBio-
science), CD83 FITC (clone HB15e, eBioscience), CD80 V450
(clone L307.4, BD) and CD86 PECy5 (clone IT2.2, eBioscience). After
incubation, cells were washed twice and fixed with 3%
paraformaldehyde. A second panel was used to assess the expres-
sion of co-inhibitory proteins using the same mixture of biotin
mADb followed by streptavidin PE Texas Red, HLA-DR AF700 (clone
LN3, eBioscience), CD11c APC (clone B-ly6, BD), CD123 PECy5
(clone 9F5, BD), PD-1 PE (clone MIH4, BD), Annexin V, and PD-L1
PECy7 (clone MIH1, BD). Cells were acquired on a FACS ARIA
(BD) and the analysis was performed with Flow]o software (version
7.6.5. TreeStar Inc., Oregon, USA). Fluorescence minus one (FMO)
controls were included. The geometric mean of fluorescence inten-
sity (GMFI) was calculated from the positive population.

2.4. Cytokine production by dendritic cells

For DC cytokine production, 3-5 million of freshly isolated
PBMC or LNMC were placed in R10 (10% of fetal bovine serum,
1% of penicillin-streptomycin and 1% of glutamine) at 37 °C with
different TLR ligands: LPS (1 pug/mL) for TLR-4 or CpG (3 pg/mL)
for TLR-9. Also, a non-stimulated condition was considered. After
4 h of stimulation, brefeldin A (1 pg/mL, BD) was added to the cells
in culture to stop protein transport and capture the cytokines pro-
duced. Cells were incubated at 37 °C for a total of 18 h in R10 med-
ium. For immunocytochemistry, cells were stained as reported
previously [24]. Briefly, the cells were washed twice with PBS
and incubated with amine-reactive dye for 10 min at RT followed
by incubation with biotin mAbs and surface antibodies as
described in Section 2.3 (HLA-DR BV785 clone L243, Biolegend;
CD11c BV711 clone 3.9, Biolegend; CD123 PerCPCy5.5 clone 7G3,
BD). For intracellular staining cells were treated with Cytofix/
Cytoperm (BD Biosciences). Intracellular cytokines were incubated
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1h at RT (IL-12 p40/p70 PE clone C11.5, BD; IFN-o. AF647 clone
7N4-1, BD; and TNF-o. AF700 clone MAb11, BD). Cells were fixed
in formaldehyde 1% prior to analysis on the FORTESSA cytometer
(BD).

2.5. Determination of viral load and CD4+ Tc count

The plasma viral load (pVL) was quantified by automated real-
time PCR using the m2000 system (Abbott Laboratories, Abbot
Park, IL). The range of detection for the pVL was 40-
10,000,000 copies/mL. The CD4" Tc count was determined using a
TruCount kit (BD Biosciences, San Jose, CA) and a FACSCanto II
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA).

2.6. Statistical analysis

Non-parametric statistics was considered for the analysis of our
data. GraphPad Prism 5 software was used for statistical analysis.
We used the Mann-Whitney U test to compare the percentage of
positive cells or the expression of the proteins (GMFI) between
the two groups of study (HIV~ and HIV*). Spearman’s correlation
coefficient was used to analyze associations. Wilcoxon rank sum
test was used to compare unstimulated and stimulated cells.
P values less than 0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. Accumulation of pDC and loss of cDC in the lymph node of
HIV-infected individuals

To compare the frequency of DC in PB and LN, we analyzed sin-
gle live cells, DC were identified as lineage negative (Lin~) and
HLA-DR* (Fig. 1A). The c¢DC were identified as CD11c* cells,
whereas pDC were defined as CD123" cells (Fig. 1B). As previously
reported [7-9], we found that the frequency of pDC in PB was
decreased in the HIV® group compared with the HIV~ group
(p=0.0022, Fig. 1C). In the HIV~ group, the frequency of pDC in
PB is similar to the observed in LN; however in the HIV* group,
the frequency of pDC in the LN was significantly higher than in
PB (p <0.0001, Fig. 1C). On the other hand, the frequency of cDC
in the PB of the HIV" group was decreased relative to the HIV™
group (p = 0.0059, Fig. 1D). Interestingly, the frequency of LN cDC
was lower in both groups of study when compared with PB, but
this was only significant in the HIV® group (p=0.0593 and
p =0.0074 for HIV~ and HIV* groups, respectively; Fig. 1D). Impor-
tantly, the frequency of LN ¢DC in the HIV* group was decreased
relative to the HIV~ group (P = 0.0039, Fig. 1D). Interestingly, we
did not observe an increase in the frequency of pDC or cDC positive
to annexin V from PB and LN (Supplementary Fig. 1).

3.2. Activated pDC in the lymph nodes from HIV-infected individuals
correlates with plasma viral load

To characterize the maturation status of pDC, we next evaluated
the expression of activation markers (CD40 and CD83), co-
stimulatory proteins (CD80 and CD86), and co-inhibitory proteins
(PD-1 and PD-L1) in PB and LN pDC from HIV~ and HIV* groups.
No significant difference was observed in percentage or expression
of CD80, CD86, PD-1 or PD-L1 between PB and LN pDC in the study
groups. We did not observe differences in the frequencies of CD83*
or CD40" pDC between the PB and LN of the HIV™ group
(Fig. 2A and B, respectively). While in the HIV* group, the LN exhib-
ited an increased frequency of pDC expressing CD83 and CD40 rel-
ative to PB (p=0.0275 for CD83 and p=0.0143 for CD40,
Fig. 2A and B). Furthermore, we evaluated the GMFI from the

positive cells to determine the expression of CD83 and CD40. We
observed, that the expression of CD83 was increased in LN pDC
from HIV® individuals compared with PB (p =0.0226, Fig. 2C). In
contrast, the GMFI of CD40 decreased significantly in PB and LN
pDC of HIV" individuals relative to HIV™ individuals (p = 0.0389,
Fig. 2D). Interestingly, we observed a positive correlation between
the percentage of CD83" or CD40" LN pDC and the pVL (p = 0.0191,
r=0.5459 for CD40 and p=0.0475, r=0.4729 for CD83,
Fig. 2E and F). These results suggest that LN from HIV-infected
individuals harbor pDC with an activated phenotype that correlate
with pVL. It is possible that these cells can be activated by the
virus, due to the higher VL found in the LN [25].

3.3. The lymph nodes of HIV-infected individuals harbor activated cDC

To determine the activation and maturation status of ¢cDC in the
PB and LN, we evaluated the expression of activation markers
(CD40 and CD83) and co-stimulatory proteins (CD80 and CD86).
As expected, we observed that freshly stained PB cDC in the HIV™
group expressed low levels of CD40, CD80 and CD83 but constitu-
tively expressed CD86, a typical feature of immature cDC (Fig. 3A).
The percentage of CD86" cells as well as its expression in ¢DC did
not differ between the PB and LN in either group, possibly due to
its high constitutive expression on these cells (Fig. 3A). However,
we observed an increased number of PB ¢DC expressing CD40 or
CDS80 in the HIV* group relative to the HIV~ group (p = 0.0415 for
CD40 and p=0.0039 for CD80, Fig.3B and C). In addition, we
observed an increased number of CD40*, CD80" or CD83" ¢DC in
the LN compared with PB; this increase was observed in both
groups because this phenotype is characteristic of mature cDC,
commonly observed in LN (Fig. 3B-D). However, the expression
(GMFI) of CD40, CD80 and CD83 was significantly higher only in
LN ¢DC of the HIV" group (p=0.0002 for CD40, p=0.0102 for
CD80 and p =0.0022 for CD83; Supplementary Fig. 2A-C, respec-
tively). Additionally, the number of CD40* LN c¢DC correlated signif-
icantly with the pVL (r=0.4602, p=0.0412, Fig. 3E), suggesting
that these cells can be activated in the LN of HIV* individuals by
the virus or other inflammatory factors associated with the pres-
ence of the virus. Even though cDC were decreased in the LN of
HIV-infected individuals, the remaining cells might be able to
receive survival signals through CD40 [26], as we did not
observe any increase of apoptotic ¢DC, assessed by the detection
of annexin V (Supplementary Fig. 1).

3.4. An increased number of lymph node cDC expressed PD-L1 in HIV-
infected individuals

In addition to the co-stimulatory proteins, we assessed the
expression of PD-1 and PD-L1 on ¢DC in the context of HIV infec-
tion. The co-inhibitory protein PD-1 is mainly expressed on acti-
vated T and B cells but is induced on splenic DC by various
inflammatory stimuli [27]. We did not find significant differences
in the percentage or the expression of PD-1 between PB and LN
¢DC from either study group (Fig. 4A and B). Despite the low fre-
quency of PD-1* ¢DC in the LN, we observed a positive correlation
between the expression of PD-1 on these cells and the pVL
(r=0.6206, p =0.0103, Fig. 4C). In addition, in both groups of study,
we observed a significant increase in PD-L1 expression on LN cDC
relative to PB (p=0.0159 for the HIV~ group, p =0.0004 for the
HIV* group, Fig.4D). Moreover, the frequency of PD-L1* ¢DC
between PB and LN in the HIV™ group was similar, whereas in
the HIV* group a significant increase in the LN relative to PB was
observed (p <0.0001, Fig.4E). In addition, the frequency of PD-
L1 ¢DC was higher in the LN from the HIV* group compared with
the HIV™ group (p = 0.0231, Fig. 4E). Also, we observed a positive
correlation between the frequency of CD40" or CD83" ¢DC and
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PD-L1* ¢DC in the LN from the HIV* group (p = 0.0486, r = 0.4708 3.5. Dendritic cells from the lymph nodes of HIV-infected individuals
for CD40, p=0.0347, r=0.4997 for CD83; Fig. 4F and G, respec- produce inflammatory cytokines
tively). Importantly, in our study we observed an increased num-

ber of PD-1" naive Tc in the LN of the HIV* group compared with In order to determine if DC are able to mature and produce
the HIV~ group (p = 0.0200 for CD4" Tc, p =0.0061 for CD8" Tc; inflammatory cytokines, we assessed the production of IL-12 and
Supplementary Fig. 3A and B, respectively). TNF-a in cDC, and IFN-o and TNF-o0 in pDC from PB and LN of
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LN = lymph node.

HIV-infected individuals, after TLR stimulation (Fig. 5A). Surpris-
ingly, in the unstimulated condition, we observed a higher fre-
quency of IL-12° ¢DC and TNF-o ¢DC from LN of HIV+
individuals compared to PB ¢DC (p=0.003 for IL-12 and

p = 0.0039 for TNF-o, Fig. 5C and D respectively). Suggesting that
LN cDC in basal conditions produce inflammatory cytokines
possibly due to the inflammatory environment found in the LN of
HIV* individuals. Additionally, when stimulated with LPS, we
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found a significant increase of IL-12* ¢DC and of TNF-o" ¢DC from
PB compared to unstimulated cells (p = 0.0010 for IL-12 and TNF-a,
Fig. 5C and D respectively). A similar increase was observed in LN
cDC stimulated with LPS, compared to non-stimulated cells
(p=0.0020 for IL-12 and p=0.0010 for TNF-o, Fig.5C and D
respectively). We also found that pDC produced IFN-o only after
CpG stimulation. We observed a significant increase of IFN-o*
pDC or TNF-o" pDC from PB after stimulation with CpG compared
to non-stimulated cells (p=0.0195 for IFN-a and p = 0.0098 for
TNF-o, Fig. 5E and F respectively). A similar increase was observed
in LN pDC that were stimulated with CpG, compared to non-
stimulated cells (p =0.0020 for IFN-o and TNF-a, Fig. 5E and F
respectively).

4. Discussion

Secondary lymphoid organs such as LN are the predominant
sites for the initiation of the immune response by providing a
microenvironment that allows immune cells to interact. LN repre-
sents anatomical sites where T and B cell responses are induced
and regulated [28]. More importantly, critical events during HIV
infection occur in the LN. The lymphoid tissue compartment is
the anatomical site where the virus is produced and stored [20].
Dendritic cells need to be mobilized to sites where they can induce
either tolerance or protective immunity [4,29]. The pattern of DC
trafficking is different between cDC and pDC; pDC tend to accumu-
late in the tissues where inflammatory signals are generated [30].
Other DC either stay in the LN in an immature state unless they
receive adequate signals to mature [30]. In this study, we observed
that the frequency of PB pDC from HIV® subjects is reduced,
whereas their frequency in the LN is increased, suggesting that
PB pDC could be re-distributed to the LN. The accumulation of
pDC in the LN has been demonstrated in NPH models of SIV infec-
tion [31,32] and in human LN [8,14]. Moreover, it has been previ-
ously demonstrated that pDC from HIV® individuals increase the
expression of homing receptors to LN such as CCR7 and CD62L
[14]. Although pDC have been extensively studied in the context
of HIV infection, little is known regarding cDC during HIV infection.
The decrease frequency of cDC in the PB of the HIV" group has been
previously reported [7,9,33]. It has been suggested in NHP models
that the decrease observed is related either to an increase in apop-
tosis or to a redistribution to the LN [34]. In this study, we observed
a decrease in cDC frequency in the PB and in LN of HIV* individuals,
though we did not observe an increase in Annexin V* ¢DC at the
time point assessed. It is possible that cDC redistribute to LN in
HIV* individuals in early phase of infection, as it has been reported
that the migratory ability of cDC is not affected [8].

Because the interaction between DC and Tc occurs mainly in the
LN [28], we thus attempted to describe the phenotypic character-
istics of LN DC relative to those from PB DC. As expected, we
observed a higher frequency of pDC and cDC expressing activation
markers such CD40 and CDS83 in the LN of the HIV® individuals in
accordance with the mature phenotype observed in LN DC.
Although there are controversial reports about the phenotype
and functionality of LN ¢DC during HIV infection [8,14,18], our
results suggest that cDC can express co-stimulatory proteins and
produce IL-12 and TNF-a after TLR stimulation once they reach
the LN. Interestingly, the observed correlation between the fre-
quencies of pDC or cDC expressing CD40 with the pVL, suggests
that the increase of CD40" pDC and cDC in the LN might be related
to the inflammation induced by the high levels of virions observed
in HIV* individuals [20]. Moreover, we observed that pDC stimu-
lated with CpG were able to produce TNF-o. and IFN-o; while
cDC produce IL-12 and TNF-a after stimulation. The produced
inflammatory cytokines by activated pDC and cDC in LN may

contribute to the chronic inflammation observed during HIV infec-
tion [14]. In conjunction, these results demonstrated that LN cDC
and pDC from HIV-infected individuals are activated and mature.

We also measured the expression of the co-inhibitory proteins
PD-1 and PD-L1, as the balance of co-stimulatory and co-
inhibitory signals influence the final outcome of Tc activation.
The co-inhibitory protein PD-1 is mainly expressed on activated
Tc and is overexpressed in Tc of HIV+, HCV+ and HBV+ individuals
[35-38]. This protein can be transferred between Tc and DC during
the immunologic synapse by a process called trogocytosis [39],
thus PD-1 expression found in ¢DC might reflect the interaction
that occurred between Tc and ¢DC in the LN of HIV-infected indi-
viduals. Detailed experiments need to be done to evaluate this.

PD-L1 overexpression in DC has been observed in PB of HIV*
[40] and in HCV* individuals [16,41] and is associated with disease
progression [42]. Consistent with a report in the NHP model [43]
we demonstrated an increase of PD-L1" ¢cDC in the LN of HIV" indi-
viduals. Also, the increased PD-L1" ¢DC in the LN of the HIV* group
could be the result of CD40 interaction with its ligand on Tc
because CD40-CD40L interaction induces the expression of PD-L1
on cDC during the maturation process [44]. Moreover, the positive
correlation found between the frequency of CD83" or CD40" cDC
with PD-L1" ¢DC might be a reflection of the pro-inflammatory
microenvironment due to the high viral load in the LN of HIV* indi-
viduals. When PD-1 on Tc binds to its ligand PD-L1 expressed on
cDC, the activation of Tc in the LN is regulated in a negative fashion
[1]. Then, the increase in PD-L1" ¢cDC may contribute to the patho-
genesis of HIV infection, suppressing the specific immune
responses against the virus and promoting the disease progression.
PD-L1 in conjunction with IL-10 promotes the exhaustion of CD8*
Tc during persistent viral infections [19], and functional properties
of immunogenic DC might change to tolerogenic properties
through the mediation of PD-L1/PD-1 signaling in Tc [45].

Taken together, results demonstrate that LN DC of HIV* individ-
uals exhibited an activated phenotype and can contribute to the
inflammatory microenvironment that might affect the activation
of Tc in the LN. On the one hand pDC not only produce IFN-o but
also TNF-a, and on the other, cDC produce IL-12 and TNF-a but also
increase the expression of PD-L1. These findings not only help to
understand the mechanism of DC dysfunction in HIV infection
but also may have an important impact on the use of blockade
antibodies against PD-1 and PD-L1 as an alternative therapy to res-
cue Tc from exhaustion [22]. The results presented here might
have implications for DC-based immunotherapies, as the LN is
the site where Tc priming occurs.
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