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Introduccion

1. La inmunologia de la mucosa genital femenina

La mucosa supone la primera barrera defensiva frente a la entrada de patégenos, ya que
la integridad de su epitelio asegura una impermeabilidad contra los microorganismos externos.
Por su parte, el sistema inmune también cuenta con emisarios en este tejido, responsables de
la vigilancia y de una rapida respuesta frente a los agentes infecciosos que logran adentrarse en
él. En el siguiente apartado se describen las diversas poblaciones inmunes presentes en la
mucosa del tracto genital femenino, divididas en base a su pertenencia a la respuesta inmune
innata o adaptativa.

1.1. Inmunidad innata
1.1.1. Células mieloides

Gran parte de las células hematopoyéticas presentes en la mucosa del tracto genital
femenino (TGF) son CD14*, lo que las identifica como células de linaje mieloidel. Dentro de ellas
distinguimos fundamentalmente las CD11c* (asociadas a un fenotipo de célula dendritica
intersticial o derivada de monocito) y las CD11c¥™" (que podrian asociarse a un fenotipo de
macroéfago). A su vez, en este tejido también se localizan células mieloides CD11c* CD14", que
generalmente se identifican como células dendriticas cldsicas. Estas tres poblaciones se
encargan de la vigilancia de la mucosa, procesando constantemente los antigenos externos que
llegan para poder emitir sefiales de alarma al resto de células inmunes?. Todas ellas fagocitan y
destruyen patdgenos mediante una digestion dcida y enzimatica, presentando posteriormente
sus antigenos en superficie para educar al resto de células inmunitarias, lo que les ha valido el
titulo de células presentadoras de antigeno (APC)3. Dentro de estos tres grupos también
podemos identificar varias subpoblaciones mieloides que llevan a cabo funciones mas
especificas en la mucosa cervical, tales como las células dendriticas plasmacitoides (pDC,
productoras de grandes cantidades de interferones de tipo | frente a las infecciones virales) o
las células de Langerhans (quienes se encargan de hacer una vigilancia antigénica en la mucosa
gracias a sus prolongaciones)®.

1.1.1.a) Células dendriticas (DCs)

Las DCs estdn consideradas uno de los puentes que conectan la respuesta inmune
adaptativa e innata. Dentro del TGF, se localizan tanto en el epitelio cervicovaginal (células de
Langerhans) como en el estroma sub-epitelial del endometrio® °. La exposicién a diferentes
patdgenos y estimulos inflamatorios, tales como el lipopolisacarido bacteriano (LPS), provoca
una maduracién de estas células, aumentando su expresién de moléculas de
histocompatibilidad de clase Il y de moléculas coestimuladoras en superficie. Una vez maduras,
las DCs viajan hacia los linfonodos drenantes para inducir alli la respuesta especifica de los
linfocitos T frente al antigeno en cuestién®’. Estas DCs maduras se caracterizan por la secrecién
de interleuquina (IL)-12 y la expresion de CD40, CD80 o CD86, y favorecen la generacion de
células T con diferentes perfiles Th en base al patégeno al que haya que hacer frente> 2. Asi, su
papel principal consiste en eliminar las potenciales amenazas y en dar la voz de alarma, pero
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deben también generar una serie de respuestas tolerogénicas a ciertos elementos extranos,
como sucede durante el desarrollo embrionario®. Todas estas funciones se encuentran reguladas
por el microambiente que proporcionan las citocinas, quimiocinas y hormonas sexuales
presentes en el TGF°.

1.1.1.b) Macroéfagos

Por su parte, los macréfagos son los fagocitos profesionales, encargados de la
eliminacion de debris tisular, del reconocimiento de patdgenos y de la estimulacién del sistema
inmune mediante su actividad inflamatoria®. Dentro del TGF, se encuentran concentrados en su
mayoria en el endometrio!®, aunque también se localizan en la mucosa cervicovaginal®l. Su
presencia esta fuertemente influenciada por las hormonas sexuales (estradiol, progesterona y
estrogenos), ya que los cambios en la distribucién de esta poblacion en el TGF se han
correlacionado con el ciclo menstrual®?. De hecho, los macréfagos se han postulado como uno
de los agentes mas importantes durante la ovulacién: como reguladores de la inflamacién, los
macréfagos ovdricos secretan tumor necrosis factor (TNF)-a, interferén (IFN)-y, IL-1, IL-6, IL-10,
e IL-12; y facilitan la lutedlisis (degeneracion del cuerpo IUteo que tiene lugar cuando no se
produce la implantacion y que finaliza con la descamacion del endometrio o menstruacion) al
eliminar las células apoptéticas y necrdticas mediante fagocitosis. Del mismo modo, la
disolucién de la matriz extracelular y la activacién de la cascada de proteasas gracias a las
metaloproteinas de matriz provenientes de los macréfagos ovaricos ayudan a la regulacion de
la foliculogénesis (proceso de maduracién del foliculo ovérico)®3.

1.1.2. Células natural Killer (NK)

Las células natural killer son linfocitos de la respuesta innata con un papel esencial en la
defensa contra patdgenos microbianos debido a que secretan grandes cantidades de IFN-y y son
capaces de reconocer y lisar células infectadas por virus o bacterias por diferentes vias,
incluyendo la citotoxicidad mediada por anticuerpo!®. Dentro del TGF, su fenotipo varia de una
localizacién a otra. Asi, en el endometrio, estas células expresan CD9, CD69 y CD94%, y su
nimero varia a medida que avanzan tanto el ciclo menstrual como el embarazo®. Por su parte,
las células NK residentes en la vagina son CD94" y CD16", también son capaces de producir
citocinas proinflamatorias como el IFN-y y tienen potencial citotéxico'’. Por dltimo, cabe
destacar que las células NK uterinas son, a su vez, diferentes de las que encontramos en sangre,
ya que expresan CD56, CD9 y CD69 pero poco CD16. Sin embargo, como éstas, presentan
actividad citolitica y son capaces de producir citocinas como IFN-y, factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), IL-10, IL-8 y TGF-B'* 1>, Ademas, también son
capaces de secretar citocinas esenciales para la implantacién del zigoto (factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), factor de crecimiento placentario (PLGF), angiopoyetina-2 y factor
inhibidor de leucemia (LIF)), de lo que se deduce que estas células tienen también un importante
papel durante el embarazo®®.
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1.1.3. Células T no convencionales

En el TGF también encontramos otras poblaciones de células T diferentes de los
linfocitos T-ap clasicos que pueden agruparse bajo el paraguas de células T no convencionales.
De forma breve, en este apartado se detalla el papel de las células T-y§, las células T invariantes
asociadas a mucosa (MAIT) y las células T natural killer, o NKT, dentro del TGF.

1.1.3.a) Linfocitos T-y6

Las células T-y6 son el prototipo de células T no convencionales. Se caracterizan por la
expresion de las cadenas y y 6 en su receptor de célula T (TCR), a diferencia de las clasicas a y B
de la mayoria de linfocitos T. En base al tipo de cadena delta que expresen, podemos diferenciar
las T-y® 1 (cadena V delta 1, son las que se encuentran fundamentalmente en las mucosas) y las
T-yd 2 (cadena V delta 2, son la mayoria de las T-y8 que encontramos en sangre®®). Estas células
se asocian con una respuesta frente a virus, bacterias y protozoos, pero también tienen un papel
importante en la orquestacidon de la respuesta inmune durante la inflamacién, la vigilancia
tumoral y las enfermedades autoinmunes?. Sus principales funciones son la actividad citotdxica
y la secrecidn de sustancias antimicrobianas y factores de crecimiento?!, y se ha visto que su
frecuencia dentro del TGF disminuye en mujeres infectadas por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), de lo que se deduce que también tienen un rol importante en el control de esta

infecciéon?® 23,

1.1.3.b) Células T invariantes asociadas a mucosa (MAIT)

Esta poblacidn de células T de naturaleza innata se caracteriza por la expresion de un
TCR semi-invariante que presenta una cadena Va7.2 asociada a diferentes segmentos Ja (Ja33,
Jal2 o Ja20), y a un repertorio limitado de cadenas VB. Ademas, también expresan elevados
niveles de CD161 y de la subunidad a del receptor de IL-18 (IL-18Ra), asi como varios factores
de transcripcion clasicamente asociados a un fenotipo efector de célula T (T-bet,
Eomesodermina, (Eomes))?. Las células MAIT reconocen metabolitos microbianos derivados de
la vitamina B2 a través de la molécula MR1, relacionada con el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase 1. Una vez activadas, son capaces de secretar diferentes
citocinas como IFN-y, TNF, IL-17 e IL-22, lo que denota una actividad eminentemente
antimicrobiana y protectora de la integridad de la mucosa®®. Su actividad dentro del TGF no se
ha estudiado en detalle, pero se ha descrito que son capaces de producir IL-17 e IL-22 en
respuesta a estimulos bacterianos, lo que pone de manifiesto su importancia en el
mantenimiento de la barrera mucosa tanto en este compartimento?* como en otras mucosas®’.

1.1.3.c) Células T natural killer (NKT)

Por ultimo, las células NKT comparten caracteristicas de los linfocitos T (como la
presencia de un TCR en su superficie, capaz de reconocer antigenos, en este caso lipidicos,
presentados por la molécula de clase | no clasica del MHC conocida como CD1d) y las células NK
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(expresan ciertas proteinas de superficie caracteristicas de este tipo celular como NK1.1 o
CD161)%. Mas adelante se dedica un apartado entero a estas células, por lo que aqui solamente
se comentard su relevancia dentro de la inmunidad del TGF. Esta poblacién destaca por su gran
capacidad inmunomoduladora y por su rapida activacién y produccién de citoquinas a las pocas
horas de ser activadas®®. Ademds, estas células constituyen un puente natural entre la
inmunidad innata y adaptativa, influyendo y activando otras poblaciones inmunitarias como las
células dendriticas, células NK, neutréfilos, macréfagos, linfocitos By Ty células T-yd. Pese a que
el papel de estas células en la inmunidad del tracto genital femenino no se conoce en detalle,
diversos estudios han aportado pinceladas de conocimiento a este ambito. Por un lado, en
modelos de ratdn, se ha visto que la estimulacidn de estas células mediante ligandos especificos
confiere proteccidn frente a diferentes infecciones de transmisién sexual®® 3. Por otro lado,
también se ha indicado que esta poblacién puede tener efectos inmunosupresores, lo que
podria favorecer la tolerancia al desarrollo fetal®? o tener efectos perjudiciales en el caso de
infecciones persistentes como la del virus del papiloma humano33.

1.2. Inmunidad adaptativa
1.2.1. Linfocitos By respuesta humoral

La respuesta humoral esta caracterizada por la secrecidén de anticuerpos especificos
contra un antigeno concreto, cuya unién al mismo permite que tengan lugar mecanismos de
fagocitosis, de opsonizacion mediante el sistema del complemento o de citotoxicidad
dependiente de anticuerpo, dirigidos a eliminar todos aquellos antigenos que puedan suponer
una amenaza para el organismo. A diferencia del resto de mucosas, en el tracto genital femenino
lainmunoglobulina dominante es la IgG en vez de la IgA, aunque es posible encontrar tanto IgAl
como IgA2 en este tejido**. De hecho, se han localizado células plasmaticas secretoras de IgA e
IgG residentes en el TGF* 3¢, Como el resto de poblaciones inmunitarias, la secrecién de
inmunoglobulinas se encuentra fuertemente regulada por las hormonas, con lo que varia

137 observaron que los niveles de IgA e IgG

durante el ciclo menstrual. De hecho, Shrier et a
alcanzan su valor minimo durante la ovulaciéon, lo que podria facilitar la supervivencia del
esperma en la mucosa genital y favorecer la fecundacidon. El transporte de estas
inmunoglobulinas hasta la luz del TGF se lleva a cabo mediante proteinas transportadoras
especificas para cada una de ellas, y su expresion por parte de las células epiteliales de la mucosa
genital también se encuentra afectada por los niveles de las hormonas sexuales: el estradiol
aumenta la expresion de estos transportadores en el epitelio uterino, mientras que la

progesterona causa el efecto contrario®,.

1.2.2. Linfocitos T

A lo largo del TGF podemos encontrar tanto linfocitos T CD4* como CD8", siendo los T
CD8* los predominantes®> %, En el cérvix y en la vagina, estas células se localizan en una banda
inmediatamente inferior al epitelio*, y tanto en estos compartimentos como en el endometrio,
estas poblaciones también pueden formar agregados linfoides similares a foliculos!® %!, Estos
agregados estan compuestos por un nucleo de células B rodeado fundamentalmente de
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linfocitos T CD8* que a su vez estan rodeados por varios macrofagos, y presentan caracteristicas
propias del tejido linfoide inductivo asociado a mucosa tales como la presencia de vénulas de
endotelio alto o una invasién del epitelio adyacente®!. Estas estructuras estdn influenciadas por
los ciclos hormonales, ya que su nimero disminuye durante la fase proliferativa y aumenta
durante la fase secretora®” %3, Ademads, la ausencia de estos agregados en mujeres post-
menopausicas refuerza la idea de que su formacién y regulaciéon dependen de la acumulacién
de estradiol y progesterona®. En cuanto a su funcidn, se cree que estos agregados pueden estar
formados por células T CD4* de memoria residentes en la mucosa, generadas tras una infeccién
con patdgenos como clamidia o el virus del herpes, por lo que se encargarian de proteger al
organismo de manera eficaz ante un nuevo encuentro con estos microorganismos*> %6,

En cuanto al fenotipo de estos linfocitos, la mayoria de los linfocitos T del cérvix son
CCR7" y presentan receptores de quimiocinas cldsicamente asociados a una mayor
susceptibilidad al VIH, como el CCR5 y CXCR4. Divididos en los dos grandes subgrupos de
linfocitos T, los CD4* del cérvix presentan marcadores de memoria efectora (CD27° CD45RA’) o
de células efectoras (CD27/CD45RA"), mientras que los CD8* presentan un fenotipo de célula
efectora (CD27/CD45RA*)!. Asi, vemos que las células que se localizan en la mucosa genital
femenina son células preparadas para responder de manera rdpida ante amenazas externas,
actuando como una eficaz barrera de contencién.

1.2.2.a) Linfocitos T de memoria residente (Trwm)

Por ultimo, cabe destacar que la gran mayoria de las células CD3* del TGF expresan CD69
en su superficie*’. En sangre, esta molécula determina el nivel de activacidn de diferentes
poblaciones inmunes pero en los Ultimos afios se ha descrito que, en tejido, identifica a una
poblacién de linfocitos T conocida como células T de memoria residentes en el tejido, o Trm. Mas
concretamente, se ha descrito que, en las Trm, CD69 puede estar relacionado con la retencion
de estas células en el tejido, ya que regula la presencia en superficie del receptor de esfingosina-
1 fosfato (S1PR1), que a su vez participa en la salida de los linfocitos hacia los tejidos*® . Hasta
la presente tesis, estas células no habian sido caracterizadas en detalle en el TGF, pero su
presencia ya habia sido descrita en diversos tejidos (intestino, pulmadn, piel, rifidn, pancreas y
cerebro)®, incluyendo el tejido linfatico®. Dichos analisis pusieron de manifiesto que la gran
mayoria de Trm CD8* expresan también CD103, mientras que en las Trm CD4" la expresion de
este marcador es mucho menor. Mas recientemente, se ha descrito un perfil de expresion de
diferentes marcadores que identifica las Trm en humanos, a saber: downregulacion de S1PR1,
factor 2 Kruppel-like (KLF2) y CD62L; upregulacion de ciertas moléculas de adhesion (CD49a,
CRTAM); modulacién de ciertos receptores de quimiocinas (expresiéon elevada de CXCR6 y
disminuida de CX3CR1) y upregulacion de moléculas inhibitorias o reguladoras tales como el
ligando 1 de muerte programada (PD-1), la fosfatasa dual especifica 6 (DUSP6) o la IL-10°%,
Ademas de este perfil fenotipico, las células Trm también se caracterizan por su longevidad, su
capacidad de proliferacion frente a estimulos como la IL-7 y su permanencia en un estado de
quiescencia que evita una activacién inadecuada en los tejidos®.

La presencia mayoritaria de estas células en diferentes tejidos, incluyendo los tejidos
linfoides, sugiere que pueden tener un papel protector in situ. De hecho, diversos estudios ya
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han analizado dicho papel protector frente a infecciones de transmisidén sexual tales como el
herpesvirus*® o la clamidia®, por lo que no es de extrafiar que también ejerzan una vigilancia
frente a otros tantos patégenos, sobre todo teniendo en cuenta que esta poblacién se encuentra
en gran numero en la mucosa genital, una de sus principales vias de entrada.

2. Las infecciones de transmision sexual

Las infecciones de transmisidn sexual (ITS) son un conjunto de patologias de alta
prevalencia. Se estima que existen unas 35 infecciones que pueden ser transmitidas por via
sexual, entre las que destacan la gonorrea, la sifilis, la clamidia, el virus del papiloma humano
(VPH, causante de las verrugas genitales y el cancer de cuello de utero) o el VIH. Todas estas
patologias afectan porigual a hombres y a mujeres, y pueden ser causa de trastornos del aparato
genitourinario, problemas de fertilidad, esterilidad, malformaciones en los recién nacidos o

I*2. Ademas, no hay que olvidar que estas infecciones también son causa

incluso muerte perinata
frecuente de estigma social, estereotipacion, vulnerabilidad y verglienza para la persona

enferma, e incluso se han llegado a asociar con la violencia de género®3.

Pese a que existen tratamientos capaces de acabar con la gran mayoria de estas
infecciones, en los Ultimos afios se ha visto un repunte de su prevalencia®*, especialmente entre
los hombres que mantienen sexo con hombres>>®’. En esta poblacidn, este hecho puede
deberse, en parte, a la pérdida del miedo a la adquisicion del VIH, ya que la eficacia del
tratamiento antirretroviral (TAR) hoy dia lo ha relegado a ser una enfermedad crénica en vez de
mortal. Esto, sumado al sentimiento de proteccidon que confiere la profilaxis pre-exposicion
(PreP), explica que muchos individuos prescindan del uso de condén durante sus relaciones
sexuales, incrementando el riesgo de contraer otras enfermedades de transmisién sexual.

No obstante, a nivel mundial existen otros motivos que explican este repunte de las ITS
en los Ultimos afios, entre los que destacan®®:

e La aparicién de nuevas cepas bacterianas resistentes a antibidticos y su rapida
diseminacion.

e El aumento en el nimero de parejas sexuales gracias a internet y a las
aplicaciones que facilitan este tipo de encuentros, que muchas veces se
encuentran asociadas al uso de drogas recreativas (chemsex).

e El incremento de los casos de violencia sexual y sexo comercial, debido
generalmente a guerras, migraciones, refugiados, viajes y turismo sexual.

Esta problematica afecta especialmente a las mujeres, quienes suponen mas del 50% de
las nuevas infecciones a nivel mundial. Se estima que las ITS son la segunda causa de morbilidad
de las mujeres de los paises en desarrollo®®, representando una gran carga social, econédmica y
de salud publica. Ademas, las serias complicaciones derivadas de las mismas (embarazos
ectdpicos, abortos, partos prematuros...) tienen una gran relevancia tanto a nivel social como
sanitario, sin olvidar el impacto econdmico que conllevan.
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Las cuatro ITS curables mas prevalentes hoy dia son la clamidia (Chlamydia trachomatis),
la gonorrea (Neisseria gonorrhoeae), la tricomoniasis (Trichomonas vaginalis), y la
sifilis (Treponema pallidum subspecies pallidum)®®. Esta prevalencia se puede explicar por
diferentes motivos: por ejemplo, las infecciones por clamidia y tricomoniasis tienen lugar de
manera asintomatica en muchos casos, mientras que Neisseria gonorrhoeae ha desarrollado de
forma progresiva resistencias frente a los antibidéticos mas comunmente utilizados para
erradicar esta infeccion.

Sin embargo, no hay que olvidar que la infeccién por VIH es una de las grandes
pandemias actuales. Pese a que el tratamiento antirretroviral es capaz de controlar esta
infeccidn, la cura definitiva aiin no ha sido encontrada salvo en muy contadas excepciones® %,
Ademas, el nimero de personas infectadas a nivel mundial asciende diariamente (1,8 millones
de personas contrajeron el virus a lo largo de 2017, lo que supone casi unas 5000 nuevas
infecciones diarias®?), por lo que resulta imperioso encontrar nuevas estrategias que frenen su

expansion.

Por todo ello, y considerando que la mayoria de estas infecciones se concentran en
paises en desarrollo con recursos limitados, las vacunas especificas frente a estos patdgenos se
presentan como la opcidén mds atractiva para limitar el nimero de nuevos contagios. Sin
embargo, la incapacidad de inducir y medir la respuesta inmune en el tracto genital ha
dificultado el desarrollo de estas vacunas, las cuales deberian generar potentes respuestas
inmunes en la puerta de entrada del patdgeno para proporcionar un control rapido y eficaz de
la infeccion.

2.1. Clamidia

La palabra clamidia deriva del griego chlamys, que significa capa que rodea los hombros.
Esta bacteria se denominé asi por las inclusiones intracitoplasmaticas que genera cuando rodea
el nucleo de las células infectadas®. Su descubrimiento comenzé en 1903, cuando Albert Neisser
viajo a la isla de Java junto con otros dos cientificos (Ludwig Halberstaedter y Stanislaus von
Prowazek) para estudiar la infeccion por sifilis. En 1907, Halberstaedter y von Prowazek
inocularon los ojos de orangutanes con secreciones de pacientes infectados por tracoma vy
observaron que los monos también desarrollaban inclusiones conjuntivales. Dichas inclusiones
fueron también encontradas en la conjuntiva de nifios, en el cérvix de madres y en la uretra de
hombres.®*

A nivel global, la infeccion por Chlamydia trachomatis representa la infeccidon de
transmisién sexual mas habitual, con mds de 131 millones de personas infectadas cada afio en
todo el mundo, seglin estimaciones de la OMS®>. Ademas, en zonas endémicas como Africa y
Oriente Medio, esta bacteria origina también el tracoma, una infeccién ocular que constituye la
primera causa de ceguera evitable en dichas regiones. Pese a que esta infeccidn afecta por igual
a hombres y a mujeres, puede tener complicaciones graves para las segundas, ya que en ellas el
80% de las infecciones se desarrollan de manera asintomatica, permitiendo que el patégeno
ascienda hasta el tracto genital superior, donde puede causar problemas como endometritis,
salpingitis o enfermedad inflamatoria pélvica (PID), lo que puede conllevar problemas de
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fertilidad posteriores o incluso esterilidad®®. Ademdas, como sucede con el resto de ITS, la
infeccién por clamidia se ha asociado a una mayor susceptibilidad al VIH®’, mientras que una
infeccidn cervical crénica por este patégeno podria facilitar la progresidon hacia un céncer
cervical en mujeres infectadas de forma persistente por el virus del papiloma humano®. A pesar
de que el tratamiento con antibidticos es bastante eficaz a dia de hoy, se han descrito algunos
casos aislados de terapias fallidas, debido probablemente a una resistencia bacteriana frente a
estos farmacos®, lo que da pie a pensar que en un futuro estas resistencias puedan extenderse
como ya ha ocurrido con otros patdgenos (Neisseria gonorrhoeae’). Por todo ello, el desarrollo
de vacunas eficaces contra esta bacteria es un tema de gran interés para la salud publica, puesto
gue ahorraria millones de euros que actualmente se destinan tanto al tratamiento y erradicacién
de la infeccidén, como a los problemas derivados de la misma.

2.1.1. Biologia de la bacteria

Chlamydia trachomatis es una bacteria gram-negativa obligada a parasitar células
eucariotas para poder llevar a cabo su ciclo reproductivo. Existen diferentes serotipos o
serovares de clamidia, cada uno de los cuales presenta tropismo por diferentes tejidos mucosos,
a saber: el ocular, el genital y el respiratorio. Basados en la variacidon antigénica de su major
outer membrane protein (MOMP), se pueden distinguir 15 serotipos de C. trachomatis®:

e Los serotipos A - C se asocian con el tracoma.
e Losserotipos D - K infectan habitualmente el tracto urogenital.
e Los serotipos L1 - L3 son causa de linfogranuloma venéreo (LGV) invasivo.

En el epitelio del aparato genitourinario, la infeccidon por clamidia se propaga a través
del epitelio columnar simple de la uretra de los hombres y del endocérvix de las mujeres. Las
bacterias penetran en estas células epiteliales y comienzan un ciclo de desarrollo en dos fases.
Una vez dentro de la célula diana, durante la primera etapa, las particulas infecciosas, es decir,
los cuerpos elementales (EBs), se transforman en los cuerpos reticulares (RBs), unidades no
infecciosas pero metabdlicamente activas. Estos RBs crecen y se multiplican en el interior de
inclusiones citoplasmaticas en las células infectadas formando los llamados cuerpos de
inclusidn, hasta que terminan convirtiéndose en EBs de nuevo, los cuales son metabdlicamente
inactivos pero infecciosos. Finalmente, el tamafio de la inclusidén es tal que termina lisando la
célulay liberando los EBs que contiene al exterior, iniciando un nuevo ciclo en las células vecinas
que conlleva una diseminacién y amplificacidn de la infeccién (figura 1)

2. Inclusiones iniciales
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Gracias a los modelos de cultivos celulares, sabemos cémo este patdgeno es capaz de
infectar a las células epiteliales y de establecer en ellas un nicho protegido, pero audn
desconocemos el mecanismo mediante el cual la bacteria es capaz de ascender por el tracto
genital y desencadenar procesos inmunopatoldgicos tan graves en humanos. Por ello, ademas
de la investigacién hacia la obtencidn de una vacuna eficaz y universal, la identificacidon de
marcadores de virulencia de clamidia o de biomarcadores predictivos del riesgo de secuelas
reproductivas graves deberian ser temas prioritarios.

2.1.2. Papel del sistema inmune en la infeccién por clamidia

Al tratarse de una bacteria intracelular, la respuesta protectora predominante del
sistema inmune frente a una infeccién por Chlamydia trachomatis es un perfil Th172, Este perfil
se caracteriza por una elevada secrecién de IFN-y, el cual presenta accién antimicrobiana al
activar numerosas vias: indolamina 2,3-dioxygenasa (IDQO), sintasa de 6xido nitrico inducible
(iNOS), privacion de hierro y GTPasas p47. En humanos, la via protectora principal es la
catalizacién del triptéfano mediante IDO, lo que impide que las inclusiones de clamidia en las
células tengan acceso a este aminodcido esencial’®. Sin embargo, los serotipos genitales de C.
trachomatis se han adaptado a este mecanismo y han desarrollado una sintasa de triptéfano
que les permite sintetizar este metabolito a partir del indol extracelular, con lo que evitan esta
primera via de defensa del organismo™.

Mientras que la presencia de linfocitos T CD8* especificos no es imprescindible para un

aclaramiento de la infeccién”>"’

, las células T CD4* Thl son las principales responsables del
establecimiento de una respuesta eficaz y protectora tipo Thl. Sin embargo, se ha descrito un
paradigma inmunoldgico en esta infeccidén, basado en la premisa de que estas respuestas
protectoras también pueden ser origen de un dafio colateral en los tejidos infectados’®. Esto se
explica porque las células de esas regiones secretan una serie de citocinas proinflamatorias
(tales como CXCL1, CXCLS8 (IL-8), CXCL16, GM-CSF, IL-1a, IL-6 o TNF) necesarias para estimular la
funcién inmune efectora y eliminar la infeccion, pero que también pueden causar dafios en el
tejido circundante debido a este caracter proinflamatorio’®. Ademas, un estudio publicado en el
afio 2002 sugirié que la expresidn de varias quimiocinas asociadas al perfil Th1 (CXCL9, CXCL10
y CCL5) es mas elevada en el tracto genital femenino superior que en el tracto inferior en ratones
infectados con C. trachomatis, indicando que la respuesta frente a la infeccidn en estos dos

compartimentos es diferente’.

Por su parte, las células Th1l7 también parecen tener un papel importante en esta
respuesta protectora. Experimentos en ratones demostraron que los animales inmunizados
contra clamidia presentaban una mayor expresion de citocinas y receptores de la familia Th17
(IL-17A, C, D, F, IL-17RC, D y E) que los no vacunados®’. Aunque se ha visto que, por si sola, la IL-
17A no tiene un efecto directo contra clamidia (al menos, in vitro)®!, en combinacién con la IL-
17F participa en el reclutamiento de neutréfilos y en el desarrollo de respuestas protectoras de
tipo Th1®. Ademas, Yu y colaboradores® describieron una correlacién entre la expansién de
células T CD4" IFN-y* IL-17* tras la inmunizacién y un aclaramiento de la infeccion por clamidia
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en el tracto genital de ratén. No obstante, la presencia de células Th17 también se ha asociado
con ciertas patologias autoinmunes como la enfermedad de Crohn o la encefalomielitis
experimental autoinmune. De hecho, se ha descrito que la estimulacidn de las células epiteliales
con IL-17 induce una liberacion de factores pro-inflamatorios que puede amplificar y potenciar
la propia respuesta Th17%*, a la vez que estimula la respuesta pro-inflamatoria que causa dafio
en el tejido®. Asi, vemos como una respuesta de caracter inicialmente protector puede causar
también un dafio colateral en el propio tejido.

Otro de los protagonistas en la respuesta frente a este patdégeno son los toll-like
receptors (TLR), quienes tienen un papel esencial en la induccién de la respuesta inmune, tanto
innata como adaptativa. Estos receptores se encuentran en la superficie de las células epiteliales
y células dendriticas, y su activacion es capaz de dirigir la respuesta inmune hacia los diferentes
perfiles Th que se conocen®. Pese a que no se sabe con certeza qué TLR estan asociados a la
respuesta frente a clamidia, se ha propuesto que el TLR2 podria tener un papel importante en
la activacion de las DCs por Chlamydophila pneumoniae®’.

Debido a su importancia en la orquestacidon de la respuesta inmune, las DCs se han
estudiado ampliamente en el contexto de la infeccién por clamidia. Se sabe que esta
subpoblacién es reclutada a los sitios iniciales de infeccién, donde puede recolectar antigeno
para presentarlo en los linfonodos a las células naive, desarrollando asi eficaces respuestas
protectoras®. La transferencia adoptiva de DCs pulsadas con EBs de C. muridarum protege en
ratones de las infecciones posteriores®, siendo las transferencias de células pulsadas con C.
muridarum vivas mas efectivas que las transferencias de DCs con bacterias inactivadas®. Estos
experimentos ayudan a entender por qué la vacunacién con C. trachomatis inactivada
solamente tiene un efecto protector parcial en los ensayos llevados a cabo en humanos®..

Por otro lado, los macréfagos y monocitos también juegan un importante papel en esta
infeccidon, ya que una fagocitosis eficiente permitird la destruccion de esta bacteria y la
presentacién antigénica de epitopos que activaran a los linfocitos T CD4*, originando una
respuesta inmunitaria tipo Th1%2. Sin embargo, algunas cepas de Chlamydia trachomatis son
capaces de esquivar esta digestion intracelular y desarrollarse dentro de estas dos poblaciones®
% lo que convertiria a estas células en caballos de Troya que ayudarian a diseminar la infeccidn
mediante su migracidn a otros tejidos.

Por ultimo, el papel de las inmunoglobulinas parece ser bastante limitado en las
infecciones primarias por esta bacteria, mientras que son clave para el desarrollo de resistencias
frente a las infecciones secundarias’®. Los mecanismos propuestos para estas resistencias
incluyen la neutralizacién y opsonizacién mediada por anticuerpos, asi como una presentacion
mas eficaz a las células T, probablemente debida a una captura de complejos antigeno-

anticuerpo mediada por receptores Fc’” %% %,
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En conjunto, estos datos demuestran la importancia de diferentes elementos
inmunitarios en el control de esta infeccion, los cuales estan fundamentalmente centrados en
la respuesta T CD4*. De hecho, se ha relacionado la susceptibilidad a la re-infeccién con la
desaparicién de estas células en el tracto genital una vez superada la infeccion®. Pese a la
movilizacién de todas estas poblaciones, la infeccién por C. trachomatis puede ser recurrente y
prolongada, lo que pone de manifiesto la eficacia de este patdgeno para evadir el sistema
inmunitario. Son precisamente estos mecanismos de evasion los causantes de la patogénesis y
de las infecciones persistentes que conducen a un dafio tisular, lo que a su vez aumenta el riesgo
de re-infeccion y la susceptibilidad a otras ITS.

2.1.3. La infeccion por clamidia en el tracto genital femenino

El reconocimiento de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) es uno
de los mecanismos tempranos de activacién de la inmunidad innata. Pese a que no esta del todo
claro el papel de estos PAMPs en la infeccidn por clamidia en el tracto genital femenino, se sabe
que ciertos elementos bacterianos como el LPS y la heat shock protein 60 de clamidia son
reconocidos por el TLR4, mientras que la bacteria entera es reconocida por el TLR2. Todas estas
vias confluyen en la molécula MyD88, que resulta clave para la generacién de respuestas
eficaces frente a la infeccidn por clamidia®.

Las células epiteliales del TGF también juegan un papel protagonista en la patogenia de
esta enfermedad. Una vez infectadas, estas células son capaces de expresar ciertas citocinas
pro-inflamatorias como IL-6, IL-1a y GM-CSF®%; a la vez que reclutan otras células inmunes
capaces de generar mas citocinas pro-inflamatorias. Pese a que estas citocinas son necesarias
para el control de la infeccidn, se ha visto que existe una correlacién entre su expresion y un
mayor riesgo de desarrollar secuelas graves como la destruccidn de las trompas de Falopio®.

Las células epiteliales también secretan diversas quimiocinas que atraen a diferentes
poblaciones inmunes al foco de infeccidn (fundamentalmente linfocitos T%7), creando agregados
de células del sistema inmunitario en el TGF conocidos como sitios inductivos. En las mujeres
infectadas por C. trachomatis, estas zonas, similares a las placas de Peyer de la mucosa intestinal,
originan unos foliculos linfoides que terminan dando lugar a centros germinales, donde los
linfocitos B naive y las células T son clonalmente seleccionados y expandidos'®l. Una vez
superada la infeccidn, estos agregados se mantienen y cuentan con la presencia de células T
CD4* de memoria residentes, las cuales permiten una respuesta mas rapida y eficaz frente a
futuras reinfecciones®. Por otro lado, las moléculas de adhesion MADCAM1 (mucosal vascular
addressin cell-adhesion molecule 1) y VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule 1), necesarias
para el homing de los linfocitos hacia las zonas de inflamacidn en la mucosa, se expresan en gran
medida en el epitelio de las trompas de Falopio infectadas con C. trachomatis, lo que resalta una
vez mas el papel protagonista de esta poblacidn en el curso de la infeccion®.

Por ultimo, los neutroéfilos se reclutan en grandes cantidades al TGF durante la fase de
inflamacién aguda ya que son importantes para controlar la infeccidn en las primeras etapas'®
104 Estas células son la principal fuente de péptidos antimicrobianos con accién anti-clamidia
como las defensinas!®®, aunque también se ha visto que contribuyen al desarrollo de patologia
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en el TGF superior debido a los productos de su degranulacidon (matrix metaloproteinase 9 y
especies reactivas del oxigeno)'% %7, Por todo ello, esta poblacién también puede incluirse en
el paradigma inmunoldgico que postula que las células que confieren proteccidn frente a C.
trachomatis son también las responsables de |a patologia asociada.

2.2.Virus de la inmunodeficiencia humana

A dia de hoy, la infeccion por VIH constituye un problema de salud global, con un total
de 36,9 millones de personas infectadas alrededor del mundo segun las Ultimas estimaciones®?,
Dicha cifra continlda aumentando pese a las campanas de educaciéon y concienciacién: en 2017,
alrededor de 1,8 millones de personas contrajeron esta infeccién®2. La principal via de
transmisién del virus continla siendo el contagio por via sexual, con una tasa de infeccién
superior en mujeres que en hombres. En el Africa sub-Sahariana, tres de cada cuatro nuevas
infecciones registradas en la poblacidn joven (15-24 afios) se producen en mujeres®2. Por este
motivo, el desarrollo de una vacuna ampliamente eficaz frente al virus es uno de los retos
actuales de la investigacidn en este campo, lo que permitiria frenar el avance de la pandemia.

Pese a la eficacia de los tratamientos antirretrovirales, los cuales pueden mantener los
niveles de carga viral en sangre por debajo del limite de deteccidon de las técnicas actuales
(pacientes indetectables), la infeccién por VIH tiene un considerable impacto en la salud del
individuo, ya que estos pacientes suelen presentar, a menudo, un riesgo elevado de padecer
enfermedades cardiovasculares, hepéticas, nefriticas, dseas o neurolégicas'® %°, Ademads, los
individuos infectados presentan altos niveles de numerosos marcadores de inflamacién, lo que
supone un factor de riesgo para el desarrollo de comorbilidades y aumenta la mortalidad. Se ha
postulado que la destruccién de la mucosa intestinal que sigue a la entrada del virus conduce a
una translocacion de productos microbianos que desencadena este estado de inflamacién, tanto
local como sistémica. Esta inflamacidon, mantenida en el tiempo, es a su vez causa de
enfermedad para diferentes érganos, conllevando un peor funcionamiento del organismo en su
totalidad!'®. Por todo ello, pese a que en los Gltimos afios se ha conseguido cronificar la
enfermedad, aun resulta necesario desarrollar terapias capaces de eliminar en su totalidad la
presencia del virus en los pacientes infectados para mejorar su calidad de vida.

2.2.1. Biologia del virus

El virus de la inmunodeficiencia humana es un lentivirus de la familia Retroviridae. Esta
formado por una cépsida proteica compuesta por la proteina p24, dentro de la cual se encuentra
el material genético del virus (dos hebras simples de RNA) y sus proteinas accesorias. Alrededor
de esta cdpsida encontramos la envuelta viral, una bicapa lipidica que contiene también
glicoproteinas virales tales como gp120, que dirige el tropismo viral a través de la interaccion
con receptores de superficie de la célula diana; y gp41, que promueve la fusidon de la membrana
celular y la envuelta viral (figura 2).
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Existen dos tipos de virus: el VIH-1, que presenta una mayor distribucion global y una
tasa de mutacion extraordinariamente elevada, siendo el responsable mayoritario de la
pandemia; y el VIH-2, cuya distribuciéon es mas limitada, ya que se encuentra practicamente
recluido en el Africa occidental y en los estados no africanos que mantuvieron relaciones
coloniales con esta region'> 113, Ambos tipos derivan de multiples cruzamientos y transmisiones
del virus de la deficiencia simia (SIV), el cual sufrié un proceso de transmisiéon zoondtica en algun
momento de la historia reciente y saltd a los humanos, dando origen al virus de Ia
inmunodeficiencia humana. Debido a su amplia distribucidn y a su papel en la epidemia global
por VIH, a partir de ahora se hara referencia exclusivamente al VIH-1 cuando se mencione el
VIH.

Los primeros casos de sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida o sida datan
de 1981, cuando se detectaron diversos casos de neumonia y sarcomas de Kaposi en varones
homosexuales de Nueva York y Los Angeles. En poco tiempo, comenzaron a notificarse también
casos de varones heterosexuales, mujeres, usuarios de drogas de via intravenosa y receptores
de transfusiones sanguineas y productos derivados de la sangre que manifestaban una
sintomatologia similar. Asi, comenzd a sospecharse que el agente etioldgico responsable de
dicha enfermedad habia de ser un microorganismo transmisible por via sexual y sanguinea.
Finalmente, Francoise Barré-Sinoussi y Luc Montagnier identificaron en Paris en 1983 el virus de
la inmunodeficiencia humana. En 1985 estuvieron disponibles las primeras pruebas diagndsticas
para la deteccion del virus, y en 1987 se licencid el primer fdrmaco con accidn eficaz contra el
VIH, el primer antirretroviral'!4,

2.2.2. Un ejemplo del doble papel del sistema inmune en la infeccién por VIH: las células
dendriticas

La principal diana del virus de la inmunodeficiencia humana son los linfocitos T CD4%, las
células dendriticas y los macréfagos. En este sentido, las DCs juegan un doble papel en el curso
de esta infecciéon. Por un lado, debido a su gran capacidad endocitica, estas células son capaces
de capturar el virus cuando éste entra por via mucosa. Este proceso estd mediado por una serie
de receptores presentes en la superficie de las DCs, como los receptores de lectinas (Siglec-1,
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DC-SIGN, langerina) o los toll-like receptors*'®. Gracias a la endocitosis, las DCs pueden procesar
el virus a través de la via exégena de procesamiento antigénico para posteriormente exhibir en
su superficie péptidos virales asociados al MHC de clase Il, que seran presentados a los linfocitos
T CD4".

De forma paralela, parte de este virus endocitado via Siglec-1 o DC-SIGN evadira la via
de procesamiento antigénico y quedara resguardado en un compartimento endosémico no
degradativo!®. Més tarde, estas células dendriticas cargadas de virus entrardn en intimo
contacto con las células T en la denominada sinapsis infecciosa, o que puede suceder tanto en
el foco inicial de la infeccién como en los ganglios linfaticos. En ese momento, el virus puede ser
transmitido a las células T CD4" activadas gracias a los correceptores virales presentes en su
superficie (CCR5 y CXCR4), los cuales pueden ser inducidos por la propia DC!Y. A su vez, estas
células CD4* infectadas podran transmitir el virus a otros linfocitos T CD4* mediante una
estructura similar, conocida como sinapsis virolégica**®. La diferencia entre estos dos procesos
radica en que la sinapsis virolégica requiere de la interaccidn de la glicoproteina de la cubierta
viral, presente en la superficie de las células infectadas, con el receptor CD4 de las células diana;
mientras que en la sinapsis infecciosa de las DCs, las responsables de la transmision del virus son
moléculas de adhesidn que se utilizan de manera habitual durante las interacciones inmunes!'®
120 Este proceso de diseminacidn viral por parte de las células dendriticas se conoce con el
nombre de trans-infeccidén, y tradicionalmente se habia postulado a DC-SIGN como el
responsable mayoritario de la captura del virus y del inicio de este proceso!'® 12!, No obstante,
recientemente se ha demostrado que gran parte de este mecanismo es debido a la expresion
de Siglec-1 en las células dendriticas'?*'?* ya que diferentes estudios han demostrado que el

125

virus capturado via DC-SIGN es rapidamente degradado*~ y que los anticuerpos neutralizantes

contra DC-SIGN no impiden la transmisién?® 127,

Asi, las DCs juegan un papel crucial en la diseminacidn del virus desde su entrada por via
mucosa, a la vez que representan una de las primeras respuestas del sistema inmune para hacer
frente a esta infeccidn. Del mismo modo, este mecanismo podria estar detrds de la persistencia
viral observada en macréfagos y recientemente descrita por Ganor y colaboradores, quienes
han observado que, en la uretra de individuos VIH, esta poblacién presenta viriones intactos en
compartimentos intracelulares, los cuales podrian generarse a través de una captura del virus
mediada por Siglec-1%,

2.2.3. Respuesta del sistema inmune a la infeccion por VIH

Tanto la inmunidad innata como la inmunidad adaptativa originan una contundente
respuesta dirigida a detener la infeccidn por este patégeno.

2.2.3.a) Inmunidad innata

En cuanto a la inmunidad innata, cabe destacar la secrecién de interferones de tipo |
(como el IFN-a) por parte de las células dendriticas plasmacitoides, las cuales se activan via TLR7
en respuesta al RNA viral de cadena Unica (ssRNA) y comienzan a producir esta citocina a través
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de la via de sefializacién de MyD88-IRF7%°, Estas células se encuentran principalmente en los
ulas CD45" alli

tejidos, con frecuencias que oscilan entre el 0,001 y el 0,1% del total de cé

presentes’3,

El IFN-a induce la expresidn de multitud de genes interferén-dependientes, muchos de
ellos con accidn antiviral, por lo que es considerado la primera via de inhibicién del VIH. A modo
de ejemplo, la sefalizacidn via IFN-a conlleva una up-regulacion del factor de restriccidn
APOBEC3G**, el cual puede editar los transcritos inversos del VIH para provocar su degradacion
e impedir asi su integracidn en el genoma celular!®2,

Otro de los efectos del IFN-a es la activacién y expansion de las células NK,
incrementando asi su capacidad citotéxica y de secrecién de IFN-y, citocina que también
interviene en el control de la infeccidn®33. De este modo, la activacion de las células NK conlleva
una destruccion de las células infectadas mediante mecanismos de citotoxicidad,
desencadenados por la interaccidon de los receptores KIR (killer immunoglobulin receptors)
presentes en su superficie con las MHC de clase | de las células infectadas. Se ha visto que ciertas
combinaciones de receptores KIR y MHC-I son mas eficaces que otras a la hora de controlar la
infeccidn por VIH. En concreto, ciertos estudios han demostrado que el alelo HLA-B*57 del MHC-
| tiene un efecto protector frente al VIH3% 1% ya que los individuos que presentan esta variante
son capaces de generar una respuesta citotdxica NK mucho mds potente que los que carecen de
ella, limitando de esta forma la diseminacidn viral. Sin embargo, este alelo también se ha
asociado a una hipersensibilidad al abacavir, uno de los medicamentos ampliamente utilizados
en la terapia antirretroviral®,

2.2.3.b) Inmunidad adaptativa

A pesar de que la principal diana del virus son los linfocitos T CD4*, cuyo recuento total
en sangre decae a medida que avanza la infeccidon, los primeros agentes de la inmunidad
adaptativa que entran en juego para intentar controlar la diseminacién de la infeccion son los
linfocitos T CD8*'¥, los cuales son capaces de eliminar las células infectadas mediante
mecanismos de citotoxicidad. Sin embargo, la respuesta de estas células se centra en unos pocos
epitopos inmunodominantes, lo que facilita que el virus desarrolle mutaciones de escape frente
a la actividad de los CD8'%, Ademas, la activacidn crénica del sistema inmune que provoca la

persistencia del virus conduce a un agotamiento de estas poblaciones!*

, comprometiendo la
respuesta CD8 durante la fase crdnica de la infeccidn, con lo que ya no resulta eficaz para limitar

la replicacién viral.

Por su parte, los CD4 también tienen un importante papel en la defensa del organismo
frente al virus, ya que colaboran con los CD8 para establecer una respuesta T eficaz. La deplecidon
de los CD4 en macacos infectados con el SIV empeora el progreso de la enfermedad, lo que
indica que estos T CD4* son realmente necesarios para controlar el avance del virus*®. Entre las
diferentes poblaciones que componen estas T CD4", cabe destacar las T reguladoras (T reg) y las
Th17. A dia de hoy, no existe un consenso acerca del papel de las T reg en el transcurso de la
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infeccidn (revisado en Chevalier and Weiss, 2013%). Por un lado, existen datos que apoyan la
teoria de que las T reg contribuyen a ralentizar el avance de la enfermedad al disminuir los
niveles de activacién inmunitaria. Por otro lado, también existen datos que apoyan la teoria de
que su actividad interfiere en la correcta interaccién entre CD4 y CD8, necesaria para mantener
una respuesta antiviral**2. Asi, nos encontramos de nuevo ante un caso en el que determinados
componentes del sistema inmune tienen un doble efecto a la hora de hacer frente a esta
infeccidn, ya que muestran efectos antagénicos.

Por ultimo, las células Th17, localizadas fundamentalmente en las superficies mucosas y
encargadas del mantenimiento de su integridad (su deplecidn en la mucosa intestinal tiene un
importante efecto en la translocacién bacteriana’®), parecen tener también cierta importancia
en esta infeccidn, ya que presentan correceptores para el virus, son permisivas a la infeccién y
contienen elevados niveles de DNA viral integrado*. No obstante, en la infeccién por SIV, los
macacos con mayores numeros de Th17 antes de la infeccidn presentan picos y cargas virales
menores, lo que indica que esta poblacién contribuye de forma activa a la defensa frente al

virus®3,

Asi, vemos que multitud de elementos del sistema inmunitario, tanto innato como
adaptativo, entran en juego para hacer frente a la infeccidn por VIH. Pese a que todos estos
mecanismos tienen como objetivo limitar la infeccién viral, éste ha sabido aprovecharse de ellos
para su propio beneficio. Incluso, ha llegado un paso mas alla para asegurar su persistencia en
el organismo infectado: el establecimiento de reservorios virales en las células del huésped.

2.2.4. Reservorios virales

A dia de hoy, el principal obstaculo para la cura del VIH radica en el establecimiento de
reservorios virales en diferentes células del organismo. Debido a la naturaleza del virus, una vez
que este penetra en una célula diana, debe retrotranscribir su material genético (ARN) a ADN,
para lo cual utiliza su propia polimerasa. Tras ello, este ADN se integra en el genoma de la célula
huésped, de forma que sera procesado por la maquinaria celular para producir nuevas particulas
viricas, las cuales se liberaran para infectar a nuevas células, contribuyendo asi a la diseminacién
del virus. Este ADN viral integrado conforma los reservorios virales, y se localiza
fundamentalmente en los linfocitos T CD4*14,

Pese a que la terapia antirretroviral es capaz de limitar la dispersion viral y reducir el
tamanfio de los reservorios establecidos, es incapaz de eliminar dichos reservorios o de impedir
que se establezcan. En la mayoria de los casos, esta terapia mantiene los niveles de carga viral
en sangre por debajo del limite de deteccidn, con lo que se considera que el paciente se
encuentra con una carga viral indetectable. No obstante, cuando se interrumpe el tratamiento,
los niveles de carga viral tienden a aumentar nuevamente, lo que puede explicarse por la
presencia de estas células latentemente infectadas, las cuales pueden dar lugar a nuevas
particulas viricas al activarse, pero no pueden ser eliminadas mediante el tratamiento
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antirretroviral®, Asi, las investigaciones a dia de hoy se centran en tratar de eliminar los
reservorios para suprimir por completo la presencia del virus en el organismo.

Se han propuesto como candidatos para albergar los reservorios a varios subtipos
celulares: macréfagos'¥, células denditicas*® y linfocitos T CD4*1%°, Entre ellos, cabe destacar
los linfocitos T CD4", los cuales son una de las primeras dianas del virus. Aunque se sabe que la
mayoria de estas células mueren durante las primeras etapas de la infeccion, también se sabe
gue una pequefia parte de ellas es capaz de sobrevivir durante largos periodos, albergando en
su interior el material genético del virus*. Dentro del total de poblaciones T CD4*, las que
sostienen los reservorios virales son las denominadas CD4 de memoria, ya que presentan ciertas
caracteristicas que las hacen ideales para este fin°:

e Una larga vida, ya que en ocasiones pueden llegar a ser igual de longevas que el propio
individuo.

e La capacidad de proliferar frente a estimulos exégenos como la IL-2.

e La entrada en un estado de reposo o quiescencia que les permite pasar inadvertidas
ante las células vigilantes del sistema inmunitario.

Cabe pensar que, de entre todas las células T CD4* de memoria presentes en el
organismo, aquellas que se localizan en las puertas de entrada del virus serdn las candidatas mas
firmes a albergar estos reservorios, puesto que serdn las primeras en entrar en contacto con el
virus. Por ello, en la presente tesis, nos hemos centrado en el estudio de las células T CD4* de
memoria residentes en el tejido cervicovaginal.

2.2.5. La infeccion por VIH en el tracto genital femenino

Actualmente, la mayor parte de las nuevas infecciones por VIH registradas a nivel global
se producen por via heterosexual (coito vaginal). Pese a que el epitelio de la mucosa genital
constituye una barrera fisica que impide la entrada del virus, la presencia de pequefas lesiones
en dicho tejido (debidas a la actividad sexual habitual, la higiene u otras causas), compromete
su impermeabilidad, abriendo pequefas puertas de entrada que el patdgeno aprovecha para
penetrar en el organismo®®’. Por otro lado, la inflamacién local del tracto genital también estd
asociada a una mayor susceptibilidad al virus'®2. Esta inflamacién, que también puede deberse
a la actividad sexual o a la presencia de infecciones locales como candidiasis o vaginosis
bacteriana, provoca un reclutamiento y una activacién de diversas células del sistema inmune
que pueden ser utilizadas por el virus para penetrar en el organismo (como por ejemplo, los
linfocitos T CD4* intraepiteliales o las células de Langerhans'®). Ambos mecanismos de
patogenia se ven potenciados por la existencia de infecciones de transmisidn sexual previas al
contacto con el VIH, puesto que conllevan una inflamaciéon local y, en ocasiones, lesiones
ulcerativas que facilitan la entrada del virus®.

Dentro del tracto genital femenino se distinguen dos compartimentos: el tracto superior
(compuesto por las trompas de Falopio, los ovarios y el Utero) y el tracto inferior (que
comprende el cérvix, la vagina y la vulva, figura 3). Ambas regiones se distinguen por el epitelio
que las recubre: en el caso del tracto superior se trata de un epitelio columnar simple, mientras
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que en el tracto inferior el epitelio que encontramos es estratificado o escamoso. Asi, en base a
este epitelio, podemos dividir el cérvix en dos segmentos: la parte mas préoxima al Utero, o
endocérvix; y la parte mds préxima a la vagina, o ectocérvix.

Uterus

Columnar epithelium
(endocervix)
Squamous epithelium

Transformation — ;
(ectocervix)

zone

Vagina —

Figura 3. Estructura del aparato reproductor femenino.

2.2.5.a) Endocérvix y tracto genital femenino (TGF) superior

Comparado con el del tracto inferior, el epitelio simple de esta region puede parecer
mas susceptible a la infeccidn por el virus. Sin embargo, el TGF superior se encuentra protegido
por una densa capa de mucus que atrapa las particulas virales y dificulta su avance hacia las
células diana, lo que unido a las mucinas secretadas por las células alli presentes, constituye una
extraordinaria combinacion defensiva frente a particulas extrafias'®*. Por ultimo, también cabe
destacar que el epitelio columnar del TGF superior constituye Unicamente una pequefia zona de
la superficie total expuesta al eyaculado infeccioso, lo que también reduce las posibilidades de
infeccién en esta zona®™*,

2.2.5.b) Ectocérvix y TGF inferior

Por su parte, el epitelio estratificado del TGF inferior supone una barrera mas dificil de
atravesar para el VIH al contar con mas capas de células epiteliales. Pese a que esta zona
comprende la mayor parte del epitelio expuesto al eyaculado infeccioso, las uniones intimas que
se establecen entre las células que lo conforman (a saber, desmosomas, tight junctions y
adherent junctions, las mismas que se encuentran en el epitelio del TGF superior) reducen la
permeabilidad del epitelio, dificultando enormemente el trasiego hacia las capas inferiores de
cualquier pequefia macromolécula, incluidos los viriones'®*. Tampoco hay que olvidar el papel
de las bacterias de la flora vaginal, cuya produccién de acido lactico y perdxido de hidréogeno
(H,0,) ayuda a mantener un pH acido y un ambiente antimicrobiano, constituyendo asimismo
otra fuente de proteccion®.

Pese a todos estos mecanismos de defensa, ciertas células inmunes se encuentran
infiltradas entre las células epiteliales, como son las células de Langerhans y los linfocitos
intraepiteliales®. Este hecho facilita su contacto con el virus, lo que supone una via de entrada
para iniciar su diseminacion.
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3. Vacunas contra ITS y adyuvantes

Como ya se ha comentado, el desarrollo de vacunas eficaces contra las enfermedades
de transmisién sexual supone un reto que puede aportar grandes beneficios a varios niveles,
puesto que permitiria disminuir el nimero de nuevos contagios a nivel mundial, mejorando la
calidad de vida de millones de individuos, y ahorrando miles de millones a los sistemas
sanitarios. No obstante, a dia de hoy, existen muy pocas vacunas eficaces contra las ITS: solo las
hepatitis Ay B, y el virus del papiloma humano pueden ser prevenidos por este método.

3.1. Peculiaridades de la inmunidad en la mucosa y necesidad de adyuvantes

La mucosa del tracto genital femenino presenta ciertas caracteristicas inmunoldgicas
que la diferencian de otras mucosas tales como la de los pulmones o el intestino:

e Las hormonas sexuales regulan el funcionamiento del TGF, estableciendo un balance
entre tolerancia y respuesta inmune frente a los microorganismos alli presentes. Asi, el
ciclo menstrual tiene un notable efecto sobre la inmunidad del TGF a través de dichas
hormonas®®,

e El TGF presenta dos zonas inmunoldgicamente diferenciadas: el TGF superior (trompas
de Falopio, ovarios y Utero), fundamentalmente estéril; y el TGF inferior (cérvix, vagina
y vulva), no-estéril*,

e A diferencia del resto de mucosas, la inmunoglobulina predominante en este tejido es
la 1gG en lugar de la IgA34,

e Por su parte, la IgA que se encuentra en esta region es sustancialmente diferente de la
encontrada en otras mucosas, ya que aqui encontramos proporciones similares de IgAl
e IgA2, mientras que en la mucosa respiratoria o digestiva encontramos
fundamentalmente IgA1%’. Dado que la IgA1 es susceptible a proteasas secretadas por
patdgenos como Neisseria gonorrhoeae, la presencia de IgA2 en este tejido asegura la
eficacia de este sistema defensivo.

e La mucosa del TGF carece de estructuras linfoepiteliales organizadas tales como las
placas de Peyer, pero presenta pequefios agregados linfoides®.

Una de las estrategias mas racionales a la hora de disefiar vacunas frente a las ITS seria
una vacunacion via mucosa, ya que esto permite actuar frente al patégeno directamente en la
puerta de entrada. Este tipo de vacunas presenta ademds otras ventajas con respecto a la
vacunacion clasica: elimina la necesidad de manipular agujas, facilita el proceso de aplicacién,
reduce los efectos adversos de la vacunacidn y genera respuestas eficaces tanto a nivel sistémico
(produccion de IgG sérica y respuestas celulares en érganos distales), como en la mucosa
(secrecion de IgA mucosa, opsonizadora y neutralizante de patdgenos) debido a la rapidez con
que el antigeno alcanza esta superficie®®,

Las vacunas mas tradicionales utilizan patégenos vivos atenuados para inducir una
inmunidad adaptativa. Sin embargo, la posible reactivacién de estos organismos y la posible
generacion de tumores por parte de virus oncogénicos inactivados disminuyen su seguridad y
espectro de administracion, ya que sélo los individuos inmunolégicamente sanos podran
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beneficiarse de ellas'®. Por ello, el disefio actual de vacunas se centra en la utilizacion de
elementos no patogénicos como proteinas recombinantes, toxinas inactivadas o péptidos
sintéticos!®®; pese a que estos elementos no son tan inmunogénicos como los organismos
atenuados. Por este motivo, es necesario potenciar la actividad del sistema inmune mediante la
incorporacién de adyuvantes.

En la mucosa, los adyuvantes se pueden dividir en dos categorias: vehiculos de
administracién y moléculas inmunoestimuladoras, siendo ambas importantes en la defensa
contra agentes infecciosos, tanto a nivel local como distal’®’. Por ejemplo, los
oligodesoxinucledtidos CpG actuan como potentes adyuvantes mucosos en vacunas nasales
contra infecciones transmitidas via transfusién sanguinea y via sexual®?. Teniendo en cuenta
gue la mucosa supone una barrera fisica a la entrada de elementos externos como vacunas y
adyuvantes, la utilizacién de moléculas de bajo peso molecular puede favorecer el transporte
de estos elementos hasta las células epiteliales o a través de células con potencial para
transportar antigenos desde la mucosa (células de goblet, macréfagos, células M y células
dendriticas intraepiteliales)®¢?.

3.2. Antigenos lipidicos y células iNKT

Como ya se ha comentado anteriormente, las células NKT presentan caracteristicas de
las células Ty de las NK. Dentro de esta familia, podemos encontrar diferentes subpoblaciones,
a saber: invariantes (iNKT) y diversas (NKT de tipo IlI). Mientras que las primeras estan
caracterizadas por la expresion de la cadena Va24Jal8 en humanos, unida a un repertorio
limitado de cadenas VP para formar su TCR (siendo la mas habitual la VB11); las segundas poseen
una diversidad de TCRs que generalmente no son reactivos a la a-GalactosilCeramida (aGC), un
glicolipido aislado por primera vez en esponjas marinas®®. Ambas subpoblaciones reconocen
antigenos lipidicos presentados a través de CD1d, una molécula del MHC altamente conservada
entre individuos, lo que la convierte en una diana terapéutica interesante. Debido a la alta
reactividad de las iNKT frente a la aGC, esta poblacidn se ha estudiado mas en detalle que la de
las NKT de tipo Il, y es en ella en la que se ha centrado un capitulo de la presente tesis.

CD1d interviene en la via clasica de activacidon de las iNKT presentando antigenos
lipidicos, tanto enddégenos como exdgenos, de alta afinidad. Asi, se ha visto que diversos agentes
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infecciosos generan lipidos microbianos que pueden ser reconocidos por esta via'®’, entre ellos,

Chlamydia trachomatis'®, por lo que esta poblacidn puede ser clave para iniciar una respuesta

eficaz frente a este y otros patégenos.

Tras su activacion, las células iNKT son capaces de secretar una gran cantidad de
citocinas de perfiles tanto Th1 (IFN-y) como Th2 (IL-4, IL-9, IL-10, IL-13) o Th17 (IL-17A, IL-21, IL-
22)%. Esta secrecién de citocinas conlleva la activacidn de diversas poblaciones inmunitarias,
tanto innatas como adaptativas, de manera que desencadena una respuesta inmune
generalizada frente al patdgeno en cuestidn. El tipo de perfil iNKT que se activara dependera de
varios factores, tales como la naturaleza del antigeno en cuestion, la APC que lo presente
(puesto que aportara unas sefiales coestimuladoras diferentes en su superficie o en forma de
citocinas) o el clon de TCR que responda. De esta forma, diversos antigenos lipidicos pueden
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inducir multitud de respuestas diferentes en cuanto a su perfil, magnitud y calidad®®. En este
sentido, variantes estructurales de la aGC podrian ser capaces de dirigir la respuesta inmunitaria
que se genere hacia el perfil Th mas adecuado para hacer frente a la infeccidn que se presente,
aumentando la eficacia del sistema inmune.

Si bien es cierto que no se tiene mucha informacidn acerca de la frecuencia de las iINKT
en el tejido cervicovaginal, el hecho de que varios patégenos asociados a ITS hayan desarrollado
estrategias que les permiten impedir la activacién de estas células denota su relevancia en la
inmunidad de esta mucosa. Entre estas estrategias se encuentran la deplecién o deterioro
funcional de las iNKT, y la downregulacion de CD1d en las células presentadoras de antigeno.
Encontramos ejemplos de estas estrategias tanto en el VIH, que utiliza dos proteinas accesorias
para inhibir la expresién de CD1d en células dendriticas, reduciendo la activacion de las iNKT y
la produccién de IFN-y tras la estimulacién in vitro con aGC¥; como en Chlamydia trachomatis,
quien también es capaz de reducir la expresion en superficie de CD1d®. No obstante, en
general, el papel de las iINKT durante la infeccién no es claro y depende, en gran medida, de la
enfermedad y el modelo estudiado'®’.

3.3. «GC como adyuvante, necesidad de nuevos glicolipidos

La activacion de las iNKT mediante el ligando sintético aGC se ha estudiado en diferentes
modelos, llegando incluso a ensayos clinicos de éxito limitado®®. El principal problema que
presenta esta molécula es que, al tratarse de un agonista tan potente, induce una secrecion
masiva de citocinas por parte de las iNKT, lo que las conduce finalmente a un estado de anergia.
Por ello, se estan destinando esfuerzos al desarrollo de nuevas variantes de la aGC que superen
esta limitacidn, a la vez que orienten la respuesta inmune hacia un perfil Th particular®® 1,
Estas moléculas podrian tener un gran interés como adyuvantes para vacunas ya que actlan via
CD1d, una proteina codificada por un gen no polimérfico, por lo que podrian suponer un modelo

de adyuvante universal.

Pese a que la mayor parte de los estudios con aGC se han centrado en el papel protector
de este compuesto frente a diferentes tipos de cancer’’®1’2, también se han llevado a cabo
diversos estudios sobre el efecto adyuvante de esta molécula en diferentes vacunast’® 174
demostrando su capacidad para estimular la respuesta CD8 protectora. De hecho, algunos
estudios han documentado la importancia de la utilizacién de aGC como adyuvante vaginal para

hacer frente a ciertas ITS3% 3,

El objetivo principal de los adyuvantes es estimular la respuesta inmune para potenciar
su efecto. Si, ademads, conseguimos que esta estimulacidn esté dirigida hacia un perfil Th
concreto, estaremos facilitando el camino para generar una respuesta protectora mas eficaz. La
utilizacion de ligandos de las células iNKT como adyuvantes permite que, a su vez, estas células
recluten, mediante la secreciéon de citocinas inflamatorias y quimiocinas, a las poblaciones mas
adecuadas para hacer frente al patdégeno en cuestidn. Asi, el reclutamiento de células efectoras
en la mucosa de entrada sera clave para el desarrollo de vacunas efectivas contra ITS, ya que
permitird el establecimiento de una poblacién de células de memoria (Tzm) en dicho tejido®.
Este hecho resalta el atractivo de la activacién de las iNKTs como método adyuvante, por lo que
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el disefio de nuevos glicolipidos capaces de activar esta poblacion supone una estrategia

innovadora en el campo de las vacunas

168

4. El modelo de explante cervical para el estudio de las ITS: pros, contras
y otras consideraciones

utilizando el modelo de explante cervicovaginal descrito por Grivel y Margolis

Gran parte de los experimentos que se detallan en la presente tesis se han llevado a cabo

175 consistente en

el cultivo de este tejido de forma ex vivo, aislando la mucosa para poder analizar en detalle las

células inmunitarias asociadas. Algunas de las ventajas que supone trabajar con este tipo de

muestras biolégicas se detallan a continuacién:

El modelo de explante cervicovaginal resulta un modelo ideal para el estudio de las
ITS en humanos, puesto que permite estudiar in situ la respuesta de los principales
agentes que intervienen en las primeras etapas de la infeccion.

También permite observar los efectos de estas infecciones sobre las células
residentes en el propio tejido, tanto de la inmunidad innata como de la inmunidad
adaptativa.

Este modelo aporta una informacidon mas relevante y completa que la que podemos
obtener al estudiar sangre, lo que supone un complemento muy enriquecedor para
cualquier estudio.

Al trabajar con bloques de tejido se mantiene la arquitectura del mismo y todos los
estimulos que eso conlleva (interacciones celulares, factores de crecimiento,
citocinas, etc.), lo que ayuda a prolongar la vida de las células que lo componen.
Esta arquitectura también permite que las diferentes células que lo integran
interaccionen entre si de manera similar a como lo harian frente a cualquier estimulo
externo o agente infeccioso, por lo que es un modelo adecuado para estudiar
respuestas in situ.

Por otro lado, trabajar con muestras de tejido cervicovaginal también implica ciertos

inconvenientes:
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El trabajo con este tipo de muestras esta limitado a la disponibilidad de tejido:
mientras que la obtencidon de muestras de sangre es un proceso relativamente
sencillo y accesible que se puede planificar, la recogida de tejidos estd asociada a
operaciones quirurgicas e implica a todo un equipo de profesionales (médicos,
cirujanos, enfermeras, personal de anatomia patoldgica, celadores, etc.), por lo que
es necesario establecer un circuito de recogida de muestras que funcione de manera
eficaz.

El tejido cervicovaginal esta fuertemente influenciado por el ciclo menstrual y las
hormonas asociadas, por lo que la variabilidad entre muestras es francamente
elevada y debe tenerse en consideracién. Ademads, entran en juego factores como el
estado del ciclo de la paciente (ausencia de menstruacidn por razones bioldgicas o
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médicas, donantes menopausicas, donantes en edad fértil pero en diferentes etapas
del ciclo...), y su historial de infecciones pasadas o incluso actuales, asi como otros
factores que afectan de forma individual a la inmunologia local.

e C(Ciertas poblaciones inmunitarias son muy susceptibles a este tipo de cultivo. Los
macrofagos, por ejemplo, se adhieren a la placa de cultivo, por lo que es necesario
un tratamiento con acutasa para poder incluirlos en los analisis. Sin embargo, desde
mi experiencia, gran parte de esta poblacién (CD3~ HLA-DR* CD14* CD11c%™ y la
mayoria de las CD163*) desaparece pasadas las primeras 24 horas de cultivo, lo que
dificulta su analisis'’®.

e La disgregacién enzimatica del tejido para la obtencidon de una suspensién celular
puede afectar a la estabilidad de ciertos marcadores de membrana y dificultar su
estudio. Por ello, es aconsejable analizar previamente la susceptibilidad de las
moléculas de interés frente a los enzimas digestivos que se vayan a utilizar. Este
proceso también puede reducir la viabilidad de ciertas poblaciones, especialmente

las mieloides'’®

, por lo que es necesario incluir algin marcador de viabilidad en los
analisis que se realicen.

e Mantener la arquitectura del tejido puede dificultar que los estimulos o agentes
infecciosos que se estén estudiando penetren en el mismo y lleguen a las células
diana, por lo que en ocasiones es necesario idear estrategias con quimiocinas para
atraer a las células de interés fuera del tejido y asegurar que entran en contacto con
estos elementos. De hecho, esta arquitectura no cuenta con un sistema circulatorio
que favorezca la distribucion de los estimulos a través del tejido, lo que también
impide la infiltracion de otras poblaciones inmunitarias en respuesta al estimulo

afiadido (neutrdfilos, células plasmacitoides, etc).

Por ultimo, existen otros aspectos que deben considerarse a la hora de trabajar con este
sistema:

e El cultivo del tejido puede hacer que el fenotipo y los perfiles de expresidn de ciertas
poblaciones varien a lo largo del tiempo, por lo que es necesario analizar los niveles
basales de expresion de las moléculas de interés para poder compararlos con los
niveles obtenidos tras el cultivo.

e Los analisis de citometria de flujo del tejido digerido pueden verse dificultados por la
presencia de células epiteliales, musculares y conjuntivas, asi como de debris tisular
y restos de células. Por ello, es necesario incluir marcadores como el CD45 para el
estudio de células hematopoyéticas, ya que ayuda a reducir el background que
aporta el tejido. También es recomendable incluir controles rutinarios como los FMO
(fluorescence minus one) de cada marcador a analizar.
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El papel fundamental del sistema inmunitario consiste en la proteccién del organismo
frente a todo tipo de amenazas para el correcto funcionamiento del mismo, desde agentes
infecciosos externos hasta células tumorales del propio individuo, a la vez que debe tolerar la
existencia de ciertos elementos ajenos al mismo, a saber: antigenos presentes en los alimentos,
flora bacteriana (intestinal, epitelial y vaginal), érganos trasplantados o individuos en desarrollo
(gestacion).

La mayoria de patdgenos externos han evolucionado para sacar provecho del
funcionamiento del sistema inmunitario, aprovechando o redirigiendo diferentes elementos del
mismo para facilitar su colonizacidn. Asi, es habitual encontrar bacterias o virus capaces de
crecer y reproducirse utilizando las células del huésped, a la vez que atenudan la actividad del
sistema inmunitario bloqueando ciertos mecanismos de defensa. El ejemplo mas claro de este
fendmeno es la infeccién por el virus de lainmunodeficiencia humana, el cual consigue disminuir
enormemente la cantidad de células del sistema inmune necesarias para hacerle frente
(linfocitos T CD4*), a la vez que se oculta en ellas para asegurar su persistencia en el organismo
(establecimiento de reservorios virales). Por su parte, Chlamydia trachomatis también es capaz
de evadir la inmunidad del individuo infectado para garantizar su supervivencia, mientras que
su persistencia desencadena una respuesta inmunitaria que puede llegar a ser perjudicial para
el propio individuo.

Por todo ello, la hipdtesis de la presente tesis se basa en este doble papel que presenta
la inmunidad de la mucosa cervical frente a las ITS: la proteccidn frente a la susceptibilidad ante
dichos patégenos. Por un lado, hipotetizamos que la activacién de ciertas poblaciones inmunes
residentes en este tejido mediante estimulos externos (glicolipidos) podria suponer una defensa
eficaz contra estas infecciones, por lo que deberia tenerse en cuenta este mecanismo a la hora
de disefiar nuevas estrategias de prevencién y eliminacidn de dichas infecciones. Por otro lado,
también hipotetizamos que algunas de las células residentes en estos tejidos podrian contribuir
a la patologia y persistencia de las ITS, por ejemplo, albergando los reservorios virales del VIH.

Asi, el objetivo de la presente tesis doctoral se centra en estudiar el papel de las
poblaciones inmunitarias de células T residentes en la mucosa cervical frente a las infecciones
persistentes de dicha mucosa. De esta forma, el objetivo final de estas investigaciones es
mejorar y potenciar la respuesta efectiva del sistema inmune frente a diferentes infecciones de
transmisién sexual mediante la modulacién de estas poblaciones inmunitarias.

Los objetivos especificos para alcanzar esta meta son los siguientes:

1. Analizar las diferentes poblaciones inmunitarias de células T (tanto convencionales
como no convencionales) localizadas en el cérvix.

2. Establecer modelos de infeccidén por VIH y por Chlamydia trachomatis de la mucosa
cervical.

3. Evaluar el efecto de la activacion de las células iNKT en el modelo ex vivo de infeccidn
por Chlamydia trachomatis o VIH.

4. Determinar el papel de las células T CD4* de memoria residentes en el cérvix como
reservorios del VIH.
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1. Screening inicial de compuestos

Para estudiar la activacidn de las células iNKT en el tejido cervicovaginal utilizamos una
bateria de compuestos lipidicos derivados de la aGC y estructuralmente similares a ella,
generados en el laboratorio del Dr. Amadeu Llebaria, del Instituto de Quimica Avanzada de
Cataluia.

1.1. ELISA en lineas celulares (iNKT)

Un primer screening de los compuestos fue llevado a cabo por colaboradores de la
Universidad Auténoma de Barcelona, utilizando para ello lineas celulares obtenidas a partir de
iNKTs primarias (Dra. Lorena Usero, Dra. Carme Roura). Dichas lineas fueron incubadas con los
glicolipidos de estudio y la secrecién de citocinas al medio se cuantific6 mediante un ELISA
comercial para la deteccion de diferentes citocinas como TNF-a, IFN-y e I1L-12.

1.2. ELISPOT

Parte del screening inicial de los compuestos se realizd mediante experimentos de
ELISPOT llevados a cabo por colaboradores del Instituto de Investigacién del SIDA IrsiCaixa
(Esther Jiménez, Dra. Julia Garcia-Prado). De forma breve, para estos experimentos se incubaron
10° PBMCs de donantes sanos deplecionados para CD14 junto con 10*iDCs (células dendriticas
inmaduras) obtenidas a partir de las células CD14* de esos mismos pacientes en presencia de
diferentes concentraciones de glicolipido (10 ng/ml, 100 ng/ml y 1 ug/ml) en medio RPMI, y se
cuantifico la cantidad de células secretoras de IFN-y en respuesta a estos estimulos mediante un
ensayo colorimétrico. Se realizaron también los correspondientes controles positivos y
negativos: PBMCs (-CD14) solos en presencia de fitohemaglutinina (PHA), PBMCs (-CD14) solos
en medio RPMI, PBMCs (-CD14) solos en presencia de glicolipido, iDCs solas en presencia de
glicolipido, co-cultivo de ambos tipos celulares en ausencia de glicolipido.

1.3. Co-cultivo iNKT - HeLa + ELISA

De forma paralela a los otros dos, en nuestro laboratorio realizamos otro screening de
los compuestos atendiendo a la secrecion de IFN-y que generaban en células iNKT primarias.
Para ello, en primer lugar se aislaron dichas iNKT del residuo leucocitario de donantes sanos, y
posteriormente se cultivaron overnight junto con una variante de células Hela transfectadas de
forma estable con un plasmido que aumenta su expresién de CD1d (generosamente donadas
por el profesor Derek Doherty del Trinity College de Dublin). De esta forma, las células Hela
actuan como células presentadoras de antigeno para que las iNKT puedan interaccionar con el
glicolipido en cuestion.
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1.3.1. Aislamiento de iNKT primarias

1.3.1.a) Ficoll a partir de residuo leucocitario

En primer lugar, las células inmunes de los donantes (células de sangre periférica, PBMC)

fueron aisladas del resto de poblaciones celulares presentes en el residuo leucocitario mediante

un gradiente de densidad Ficoll. El protocolo utilizado fue el siguiente:

1.

Tras haber masajeado la bolsa que contiene el residuo leucocitario para mezclar bien
sus componentes, verter su contenido en un tubo falcon de 50 ml.

Afadir 5 ml de PBS estéril a la bolsa para recolectar las células que hayan podido quedar
atrapadas y afiadir ese volumen al falcon de 50.

Afadir PBS estéril al falcon hasta alcanzar un volumen final de 50 ml.

Invertir la botella de Ficoll-Paque varias veces para asegurar que esta correctamente
mezclada antes de abrirla por primera vez.

Afadir 15 ml de Ficoll a dos tubos falcon de 50, por separado.

Afadir 25 ml del residuo leucocitario diluido a cada uno de ellos de forma lenta para que
queden depositados encima del Ficoll y no mezclados con el mismo.

Centrifugar a 720 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente (RT), con aceleracion
maxima de la centrifuga y sin freno.

En un nuevo falcon de 50, afiadir 10 ml de PBS y recolectar

las dos bandas leucocitarias del donante en ese mismo tubo, Plasma

con ayuda de una pipeta Pasteur. Lyumphocytes Monocutes Platelets

- . . Ficoll-Paque PLUS
Afadir PBS hasta alcanzar los 50 ml de volumen final para

lavar las células. Centrifugar 5 minutos a 400 x g.

10. Lavar de nuevo con 20 ml de PBS.

11. Resuspender las células en 40 ml de PBS con 1% FBS.

1.3.1.b) Contaje de los PBMC obtenidos

A) Contaje mediante Perfect Count Beads

Numero de célulaS/ ;=
1l

1. Sacar las beads de la nevera y dejarlas a RT durante 5 minutos.

Agitar con la mano el vial para mezclarlas correctamente.

Coger 30 ul de PBMC mediante pipeteo reverso y depositarlas en un tubo FACs.
Afadir el mismo volumen de beads de contaje mediante pipeteo reverso.

Afiadir 100 ul de PBS a la mezcla.

Adquirir en el citdmetro. La concentracién de células se calcula mediante la

o vk wnN

siguiente formula:

Numero de células en el citdbmetro » beads
x Concentraciéon de beads (

Numero de beads (High or low) )

B) Contaje mediante camara de contaje
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1. Afadir 90 ul de azul tripan atemperado a un pocillo de una placa de 96.
2. Afadir 10 ul de la suspension celular. Mezclar bien.
3. Traspasar 18 ul de la mezcla a una cdmara de contaje.

Granulocytes Erythrocytes
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4. Contar las células presentes en 5 cuadriculas de 3 x 3 campos cada una y hacer la
media.
5. Multiplicar por el factor de dilucion de las células (1:10) y el volumen de la regién
contada de la cdmara de contaje (generalmente, 100 nl).
Ne de célulaS/ml = Células en 100 nl x Factor dilucién (1: 10)x 1.000.000 nl/ml

1.3.1.c) Determinacion de la frecuencia de iNKT del donante

1. Centrifugar 106 células del donante (7 minutos, 400 x g, RT) y resuspender en 75 pl de
staining buffer (ver Recetas 1.).

2. Afadir 5 pl de anti-iNKT APC (APC anti-human TCR Va24-Jal8 (iNKT cell) Antibody,
BioLegend, cat. no. 342908) y 5 ul de CD3 PerCP (CD3 PerCP clone SK7, BD Biosciences,
cat. no. 345766).

3. Meazclar e incubar durante 15 minutos a RT en oscuridad.

4. Anadir 1 ml de staining buffer y lavar dos veces (400 x g, 7 minutos, RT).

5. Resuspender en 100 ul y adquirir en el citdmetro.

1.3.1.d) Purificacion de las iNKT mediante microbeads magnéticas

Se utilizo el protocolo que proporciona la casa comercial de las beads (Miltenyi, cat. no.
130-094-842) para un total de 2x103células, escalando los volimenes cuando el nimero de
células fuera superior al mismo. Se trabajé con todos los buffers frios y se mantuvieron las
células en frio durante el proceso (entre 2 y 8°C) para evitar un marcaje no especifico de la
poblacién de interés. Previamente, en base a la frecuencia de iNKTs de cada donante, se calculd
el volumen de células que debia pasar por la columna para obtener el nUmero de iNKTs deseado,
asumiendo un rendimiento de la columna del 70 %.

1. Filtrar la suspensiéon de PBMC con un filtro de nylon de 30-40 um (Labclinics, cat. no.
PLC93070) previamente humedecido con 500 ul de PBS, a fin de eliminar agregados
celulares que pudieran obturar la columna.

Centrifugar la suspension a 300 x g durante 10 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 800 pl de buffer de separacion (ver Recetas 2.).

4. Anadir 200 pl de Anti-iNKT MicroBeads. Mezclar bien e incubar durante 15 minutos en
la nevera (entre 2 y 8°C). En paralelo, tripsinizar una monocapa de células Hela y
resuspenderlas a 5 x 10° cells/ml (ver protocolo de tripsinizacién mds adelante).

5. Lavar los PBMC marcados con las beads afiadiendo 3 ml de buffer y centrifugando a 300
x g durante 10 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante.

6. Resuspender en 1 ml de buffer.

7. Colocar una columna de separacion (LS Column, Miltenyi, cat. no. 130-042-401) en el
campo magnético adecuado de un Separador MACS.

8. Anadir 3 ml de buffer a la columna para equilibrarla. Esperar siempre a que el reservorio
esté completamente vacio antes de proceder con el siguiente paso.

9. Aplicar la suspensién celular en la parte superior. Recoger las células eluidas no
marcadas (fraccién negativa) en un tubo de 15 ml.
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10.

11.
12.

Lavar la columna 3 veces con 3 ml de buffer y recoger dicho volumen junto con la
fraccion negativa.

Extraer la columna del campo magnético y colocarla en un nuevo tubo de 15 ml.
Afadir 5 ml de buffer y extraer inmediatamente las células marcadas (fraccién positiva)
insertando el émbolo de la columna en la parte superior y apretando con fuerza.

1.3.1.e) Determinacién de la pureza y nimero de iNKTs aisladas

P wnN e

Centrifugar la fraccién positiva durante 7 minutos a 400 x g y RT.

Retirar 3 ml del sobrenadante, sin decantar, y resuspender el remanente.

En un tubo FACS, afiadir 75 ul de staining buffer y 30 ul de la fraccién positiva.

Afadir 5 pl de anti-iNKT APC (APC anti-human TCR Va24-Jal8 (iNKT cell) Antibody,
BioLegend, cat. no. 342908) y 5 pl de CD3 PerCP (CD3 PerCP clone SK7, BD Biosciences,
cat. no. 345766).

Mezclar e incubar durante 15 minutos a RT en oscuridad. Mientras tanto, sembrar
50.000 células HelLa CD1d por pocillo en una placa de 96 y sacar de la nevera las beads
de contaje para que se vayan atemperando.

Pasados los 15 minutos, afnadir, sin lavar, 30 ul de beads a la suspensién de iNKTs
marcadas.

Adquirir en el citdmetro.

1.3.2. Co-cultivo de células HeLa e iNKTs

Una vez sembradas las HeLa CD1d, las iNKTs se afiadieron en una ratio 1:1, dejando un

volumen final de 200 pl por cada pocillo. En este momento, se afiadié también el glicolipido

correspondiente a cada pocillo, a la concentracion deseada. Ademas, se establecieron los

controles necesarios de células solas; co-cultivo de ambos tipos celulares sin glicolipido; co-

cultivo con glicolipido y anticuerpo bloqueante del CD1d, etc. Con todo, las condiciones que se

estudiaron en estos experimentos quedan resumidas en la siguiente tabla:

49



Tipos celulares

Materiales y métodos

Estimulos

Hela CD1d

Hela empty vector (EV)

THP-1

iNKT — HelLa CD1d
iNKT — Hela EV
iNKT — THP-1
iNKT — Hela EV
iNKT — THP-1
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — Hela CD1d
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — Hela CD1d
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — Hela CD1d
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — HelLa CD1d
iNKT — Hela CD1d
iNKT — HelLa CD1d

a-GC 100 ng/ml

a-GC 100 ng/ml

PMA/lonomicina (10 ng/ml / 1 uM)

0-GC (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)
0-GC 100 ng/ml + anti CD1d (20 pg/ml)
0-GC 100 ng/ml + control isotipo (20 pg/ml)
HS22 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)
HS138 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pug/ml)
HS161 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 ug/ml)
HS176 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)
28d (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)
YHS-01-45 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)
YHS-01-46 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)
YHS-01-60 (10 ng/ml - 100 ng/ml - 1 pg/ml)

Tabla 1. Resumen de las condiciones de cultivo y controles en los experimentos de co-cultivo de células iNKT y HeLa

CD1d.

Las células THP-1 (células de leucemia monocitica aguda) se utilizaron como control

positivo, ya que expresan altos niveles de CD1d. Por su parte, las empty vector, se utilizaron
como control negativo, ya que estan transfectadas con el mismo vector que las CD1d, pero sin
el gen codificante de esta molécula. La PMA/lonomicina se utiliz6 como control positivo de la
activacion celular. El anti CD1d (clon 51.1, eBiosciences, cat. no. 14-0016-8) se utilizd como
control negativo para bloquear la presentacién antigénica, y a su vez, el control de isotipo (clon
eBMG2b, eBiosciences, cat. no. 14-4732-82) se utilizd como control de esta condicidn.

Una vez establecido el co-cultivo, la placa se incubé durante 24h a 37 °C con un 5% de
CO.. Pasado ese tiempo, la placa se centrifugd a 800 x g durante 5 minutos y se recogi6 el
sobrenadante de cada cultivo, almacenandolo a -20 °C.

1.3.3. Cultivo de células HeLa

Tanto las células Hela convencionales (HelLa 229 (ATCC® CCL2.1™)) como las CD1d-
transfectadas y las EV se sembraron inicialmente a 70.000 células/cm?, tanto en flask de 75 cm?
como en flask de 25 cm?. Fueron mantenidas en cultivo hasta alcanzar un 80-90% de confluencia,
momento en el que se realizaba un pase a una dilucidon adecuada para su correcto crecimiento.

1.3.3.a) Siembra de células Hel.a a partir de un vial congelado

1. Descongelar rapidamente el vial en un bafio a 37 °C.
2. Transferir el contenido del vial a 9 ml de medio de cultivo (Ver Recetas 3.).
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Centrifugar para eliminar el agente crioprotector (DMSO) durante 5 minutos a 200 x gy
RT. Descartar el sobrenadante.

Resuspender en 1-2 ml de medio de cultivo y volver a centrifugar.

Resuspender en 1-2 ml de medio y transferir a un flask de cultivo con un volumen
adecuado de medio para el crecimiento celular (unos 20 ml en un flask T75, unos 5-6 ml
en un flask T25). Mezclar bien agitando cuidadosamente el flask para facilitar la
distribucidn uniforme de las células por toda su superficie.

Cultivara 37 °Cy un 5% de CO..

1.3.3.b) Tripsinizacién

Descartar el medio de cultivo de las células.

Lavar con 5 ml de HBSS sin calcio ni magnesio (Gibco, cat. no. 14170088) o PBS y
descartar.

Afadir suficiente volumen de la disolucién de tripsina-EDTA 0,05% (Gibco, cat. no.
25300054) atemperada a 37 °C como para cubrir toda la superficie del flask (1-2 ml).
Incubar a 37 °C durante 5-10 minutos.

Revisar en el microscopio que las células se hayan despegado (aparecerdn redondas y
refractiles), y en ese momento afiadir 5 — 10 ml de medio de cultivo completo para
inactivar la tripsina.

Resuspender con una pipeta para separar los agregados y terminar de despegar todas
las células.

1.3.3.c) Congelacién de las células

1.

Centrifugar las células tripsinizadas procedentes de dos flask confluentes en un falcon
adecuado durante 5 minutos a 200 x g. Resuspender el pellet en 1,5 ml de FBS al 5% de
DMSO.

Almacenar los viales a -80 °C para periodos cortos. Para almacenamiento a largo plazo,
trasladar las células a nitrégeno liquido pasadas 24 horas.

1.3.4. ELISA del sobrenadante

Una vez obtenidos los sobrenadantes del co-cultivo de células Hela e iNKTs, se midio la

cantidad de IFN-y presente en los mismos mediante un kit comercial de ELISA para esta citocina
en humanos (Invitrogen, cat. no. CHC1233). Se trata de un ELISA en sdndwich en el que la
presencia de IFN-y en las muestras se mide gracias a una reaccidn colorimétrica de la peroxidasa,

la cual se encuentra conjugada al anticuerpo de deteccién mediante el sistema avidina-

estreptavidina. Basicamente, se siguieron las instrucciones del fabricante en cuanto a protocolo

y buffers de trabajo: cubrir la placa con el anticuerpo de captura, bloquear, incubar con las

muestras problema, afiadir el anticuerpo de detecciény, finalmente, el sustrato de la peroxidasa

para poder leer los resultados mediante espectrofotometria.
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2. Circuito de recogida de muestras y consentimiento informado

Las muestras de tejido cervicovaginal de este trabajo fueron recogidas de los siguientes
hospitales: Hospital Universitario Germans Trias i Pujol, Hospital Municipal de Badalona y
Hospital Universitario Vall d’'Hebron. Para el estudio de las células T CD4 de memoria residentes
en el cérvix en el contexto del VIH (objetivo #4) se recogieron muestras simultaneas de tejido
cervical (a través de histerectomias, conizaciones o toma de biopsias) y sangre de las pacientes
VIH* que entraron en el estudio. Los datos especificos de estas pacientes se ilustran en la tabla
anexa 1. Todas las pacientes sometidas a histerectomias por causas no neopldsicas fueron
informadas de la finalidad del estudio, y su consentimiento para participar en el mismo se
recogié de forma escrita, conforme a la Declaraciéon de Helsinki. De forma breve, una vez
realizada cada operacién, la pieza de tejido en cuestion fue trasladada al departamento de
Anatomia Patoldgica, donde fue examinada y cortada, separando una pieza de ectocérvix y otra
de endocérvix como material de trabajo. Estas piezas se recogieron en medio con antibidticos y
fungicidas (ver Recetas 4.) para eliminar los posibles patdgenos del tejido y minimizar el riesgo
de contaminacidn. Finalmente, la muestra se trasladd a nuestro laboratorio, donde se eliminé
la mayor parte de tejido estromal para trabajar Gnicamente con la mucosa y submucosa.

3. Puesta a punto del cultivo del tejido

Una vez establecido el circuito de recogida de las muestras desde el hospital hasta el
laboratorio, fue necesario establecer las condiciones éptimas de cultivo del tejido para
maximizar su rendimiento y obtener el mayor nimero posible de células viables del mismo. Para
ello, se llevaron a cabo diversas pruebas.

3.1. Tipo de placa, tiempo de cultivo, necesidad de una matriz externa de colageno

En primer lugar, se estudid la viabilidad del tejido en funcion del tipo de placa utilizada
para su cultivo. Para ello, se cultivaron 6 bloques de tejido por pocillo en una placa de 12 o de
24 pocillos, y se mantuvieron en cultivo durante 7 dias (ver receta del medio de cultivo en
Recetas 5.). Pasado ese tiempo, el tejido fue digerido con colagenasa IV (Gibco) y se estudio el
numero de células CD3* recuperadas en cada caso mediante citometria de flujo. En un
experimento posterior, se estudid como afectaba el tiempo de cultivo a la viabilidad celular, a la
vez que se estudid la necesidad de cultivar el tejido sobre un soporte de coldgeno, tal y como
indicaba el protocolo de referencia'’’. Para ello, se cultivaron entre 4 y 6 piezas de tejido por
condicién en presencia o ausencia de este soporte de coldgeno (Gelita-Spon Rapid?, Gelita
Medical), digiriéndose a los 3 6 7 dias de cultivo y observando el nimero de células CD3* viables
recuperadas en cada caso.
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4. Adicion de diferentes glicolipidos: estrategias de delivery

Adicién directa. En primer lugar, 6-8 piezas de tejido cervicovaginal (ecto y endocérvix) se
incubaron en presencia de glicolipidos a diferentes concentraciones (10 ng/ml, 100 ng/mly 1
pg/ml) en una placa de 12 pocillos y un volumen final de 1 ml de medio de cultivo (ver Recetas
5.). Los tejidos fueron incubados a 37 °Cy 5% de CO, durante 48 horas.

Adicidn a suspension celular. Posteriormente, se probd a digerir el tejido de forma enzimatica
y mecénica (ver Digestion del tejido mas adelante) e incubar la suspension celular obtenida en
una placa de 96 pocillos y un volumen final de 200 pl de medio de cultivo (108 células/ml) junto
con los glicolipidos correspondientes a las concentraciones de trabajo. El cultivo fue mantenido
durante 48 horas a 37 °Cy 5% de CO,,

Adicidn + MIP-3B. La estrategia de cultivo mas utilizada a lo largo de la presente tesis consistid
en incubar 6-8 piezas de ecto y endocérvix en presencia de los diversos glicolipidos y 100 ng/ml
de CCL19 (MIP-3pB), una quimiocina capaz de atraer al medio de cultivo, entre otras, a células
dendriticas e iINKTs para facilitar su encuentroy el acceso al estimulo en cuestidn. Tras una noche
de cultivo en una placa de 12 pocillos, las células migrantes fueron recogidas y cultivadas
durante 4 horas mas en una placa de 96 pocillos junto con brefeldina (BD Biosciences, cat. no.
555029, dilucién 1:1000) para detener el trafico intracelular de membranas, guardando el
sobrenadante de cultivo para posteriores analisis de las citocinas secretadas mediante ELISA o
Luminex. En algunos casos, esta brefeldina estuvo acompafada de una dosis de recuerdo de
glicolipido.

Finalmente, en todos los casos, las poblaciones inmunes presentes en este tejido y su capacidad
secretora de citocinas fueron analizadas mediante citometria de flujo previa digestion del tejido.

Adicién + MIP-3B + Antigeno proteico. Debido a las dificultades iniciales para detectar una

respuesta del tejido a la adicidn de estos estimulos, y en base a lo descrito en la literatural’®

se
estudié también el efecto de afiadir un antigeno proteico (recombinant chlamydial protease-like
activity factor, rCPAF; u ovoalbumina) a la vez que los glicolipidos para facilitar el proceso de

presentacidon por parte de las células presentadoras de antigeno.

5. Digestion del tejido

Con el fin de poder analizar ampliamente el fenotipo de las diversas poblaciones
inmunes presentes en el tejido cervicovaginal, se realizé una digestidn de este tejido siguiendo
el protocolo brevemente descrito a continuacion.

1. Los bloques de mucosa cervicovaginal (6-8), de 2x2x2 mm aproximadamente, fueron
transferidos a una solucion de RPMI al 2,5% de FBS y 5 mg/ml de colagenasa IV, e
incubados durante 30 minutos a 37°C en agitacion.

2. Tras ladigestion enzimatica, se llevd a cabo una digestién mecdnica del tejido con ayuda
de un mortero de plastico.
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3. Lasuspension celular obtenida fue filtrada a través de un filtro de 70 um de tamafio de
poro, a fin de eliminar el debris tisular.

4. Tras lavar dos veces con PBS las células para eliminar los restos de colagenasa, el pellet
obtenido fue resuspendido en 250 ul de PBS para comenzar la tincidén con anticuerpos
para citometria.

6. Citometria de flujo

La técnica mas utilizada durante la presente tesis para analizar y fenotipar las células
obtenidas a partir del tejido cervicovaginal fue la citometria de flujo, marcando tanto las
proteinas de la superficie celular como moléculas presentes en el interior de dichas células
(citocinas, antigenos virales/bacterianos, etc.) mediante tinciones intracelulares. Ademas, en
ciertos experimentos también se llevd a cabo una separacién celular mediante citometria de
flujo (sorting), para purificar las poblaciones de interés.

6.1. Marcaje de superficie

1. 250 pl de suspension celular fueron incubados con 1 pl del marcador de viabilidad Aqua
(LIVE/DEAD™ Fixable Aqua dead cell stain kit, for 405 nm excitation, Life Technologies,
Invitrogen, cat. no. L34966) durante 30 minutos a RT.

2. Tras dos lavados con PBS, las células fueron resuspendidas en el cdctel de anticuerpos
de superficie correspondiente a cada experimento (ver tabla anexa 2 Anticuerpos
utilizados) en un volumen final de 100 ul de staining buffer (ver Recetas 1.).

3. Tras 20 minutos de incubacién en oscuridad y a RT, las células fueron lavadas dos veces
en el mismo medio de tincidn.

4. Finalmente, las células se fijaron en PBS al 1% de p-formaldehido (PFA) antes de ser
adquiridas en el citdtmetro (BD LSRFortessa SORP). En el caso de los experimentos de
separacion celular, las células fueron resuspendidas en PBS al 1% de FBS y 0,5 mM de
EDTA y adquiridas en un citdmetro separador BD FACSAria Il. Los resultados fueron
analizados utilizando el software FlowJo vX.0.7 (TreeStar).

6.2. Marcaje intracelular

Brevemente, el protocolo de tincién intracelular fue idéntico al del apartado anterior,
afiadiendo los pasos especificos para esta tincidn tras haber realizado el marcaje de superficiey
antes de fijar las células. En funcién de la molécula intracelular a marcar, se utilizé un kit de
permeabilizacién vy fijacidon diferente para asegurar el minimo marcaje inespecifico: el kit BD
Cytofix/Cytoperm (Fixation/Permeabilization solution kit, BD Biosciences, cat. no. 554714) se
utilizé para los marcajes de clamidia y citocinas, el kit Fix and Perm de Invitrogen (Medio A para
la fijacién, cat. no. GAS001S100 y medio B para la permeabilizacién, cat. no. GAS0025100) se
utilizd para marcar el p24 viral intracelular y el kit Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set
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(eBiosciences, cat. no. 00-5523-00) se utilizé para los marcajes de factores de transcripcion. En
todos los casos, el protocolo utilizado fue similar:

1. Una vez marcadas las proteinas de superficie y lavadas las células, fueron fijadas
mediante la solucidn correspondiente del kit.

2. Tras centrifugar y eliminar dicha solucién, se afiadié la solucidon permeabilizadora con
los anticuerpos de trabajo (ver Tabla anexa 2, Anticuerpos utilizados).

3. Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron dos ultimos lavados de las células antes
de fijarlas con la misma solucién de PBS al 1% de PFA.

4. Finalmente, las células fueron adquiridas en el citdmetro (BD LSRFortessa SORP), y los
resultados analizados mediante el software FlowJo vX.0.7 (TreeStar).

7. Medida de citocinas en el sobrenadante
7.1. ELISA

Para la deteccion de estas citocinas se utilizaron nuevos kits comerciales de ELISA
(Abcam, cat. no. ab46048 y ab108908), mas sensibles que los utilizados en los co-cultivos de
iNKTs y células HelLa. Mediante estos kits se midid la secrecion de IFN-y y TNF-a del tejido en
respuesta a los diferentes glicolipidos con los que se incubd. Nuevamente, se siguieron las
instrucciones de la casa comercial en cuanto a buffers a utilizar y protocolo experimental.

7.2. Luminex

Con algunos de los sobrenadantes del cultivo de tejido se llevd a cabo un ensayo
Luminex para medir la secrecion de diferentes citocinas de forma simultanea. El kit utilizado
(Millipore, cat. no. HTH17MAG-14K) permitié medir los niveles de IL-17, IL-22, IL 13, IL-4, IL-12
(p70) y TNF-a de las muestras analizadas. Para ello, se siguidé el protocolo descrito por la
compafiia en cuanto a buffers a utilizar y protocolo experimental.

8. Generacion de un stock infeccioso de Chlamydia trachomatis

Chlamydia trachomatis es una bacteria parasita que necesita de una célula eucariota
para crecer y completar su ciclo vital. En general, se utilizan lineas celulares epiteliales como
huéspedes para generar stocks infecciosos de este patdgeno, debido a que es el tipo celular que
infecta preferentemente. Aunque se pueden utilizar lineas celulares tanto de ratén como de
humano, en este trabajo se utilizaron las células Hela (células epiteliales de origen cervical) para
dicho fin.
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8.1. Infeccion de células HeLa

Para la infeccién de células Hela con Chlamydia trachomatis es necesario partir de una

monocapa de células en un 80-90% de confluencia.

Descongelar un vial de Chlamydia trachomatis y llevarlo a RT.

Inocular la clamidia directamente al medio de cultivo de las células. El volumen
necesario varia en funcién de la infectividad del inéculo pero, en general, afiadir 100 pl
de indculo a un flask confluente de 25 cm? (Thermo Fisher, cat. no. 163371) con 6 ml de
medio de cultivo.

Mezclar y centrifugar el flask durante 30 minutos a 754 x g, orientando la boca del
mismo hacia el eje del rotor.

Descartar el medio infectado y afiadir 6 ml de medio de cultivo de clamidia (ver Recetas
6.) a cada flask.

Incubar el flask a 37 °Cy 5% de CO, durante 48 horas o hasta que se vean inclusiones en
las células, desenroscando ligeramente su tapa para permitir el intercambio gaseoso.

8.2. Purificacion de los EBs

Los cuerpos elementales (elementary bodies, EBs) de Chlamydia trachomatis son la forma

infecciosa de este patégeno y crecen en el interior de la célula infectada. Por ello, es preciso

purificarlos para poder reinfectar nuevas células y amplificar el tamafio del stock.

1.

Despegar las células infectadas y crecidas en monocapa con la ayuda de un raspador
para células (Thermo Fisher, cat. no. 11597692).

Pipetear la suspensidn para deshacer los agregados celulares y transferir el volumen a
un falcon de 50 ml.

Centrifugar a 2851 x g durante 10 minutos. Mientras tanto, preparar 10 ml de dH,0
(agua destilada) al 10% de PBS y colocarla a -20 °C durante la centrifugacion.

Decantar el sobrenadante y eliminar completamente el volumen restante. Resuspender
el pellet en 1 ml del PBS diluido y frio por cada flask infectado. Para concentrar los EBs,
afiadir 1 ml de PBS por cada 2 o mas flasks infectados, teniendo en cuenta el tamaiio del
flask utilizado y la cantidad de células infectadas.

Transferir a un tubo bijou (Thermo Fisher, cat. no. 11369123) que contenga 5-7 bolas
estériles de cristal (Thermo Fisher, cat. no. 10375750).

Vortexear a maxima velocidad durante 1 minuto.

Transferir el volumen a un nuevo tubo y centrifugar durante 7 minutos a 400 x g.
Transferir el sobrenadante a un tubo bijou o criotubo (dependiendo del volumen de
trabajo) estéril, afiadiendo el mismo volumen de buffer SPG (ver Recetas 7.). Almacenar
a-80°C.

8.3. Titulacion del stock por inmunofluorescencia

Para conocer la infectividad del stock generado es necesario titularlo. Para ello, se

inoculan diluciones seriadas de Chlamydia trachomatis sobre una monocapa de células
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epiteliales y se cuenta el nimero de células infectadas al cabo de 48 horas mediante
inmunofluorescencia.

1. Sembrar una placa de 96 con células Hela. Para ello, tripsinizar un flask confluente y
diluirlo 1:12. Coger 3 ml de esa suspensién y mezclarlo con 7 ml de medio de cultivo.
Sembrar 100 pl de células por pocillo y dejarlas toda la noche en el incubador (37 °C, 5%
de CO,).

2. Cuando los pocillos estén confluentes, infectar con diferentes diluciones de Chlamydia
trachomatis (10, 102, 103...) en un volumen final de 100 pl.

3. Centrifugar durante 30 minutos a 754 x g.

Descartar el medio infectado y afiadir 100 pl de medio de cultivo de clamidia a cada
pocillo.

5. Incubar hasta que se vean inclusiones maduras (48-72h) a 37 °Cy 5% de CO.,.

6. Reemplazar el medio con 100 ul de PBS para lavar (x2).

7. Reemplazar el PBS con 100 ul de metanol frio para fijar las células. Incubar a -20 °C
durante 10 minutos.

8. Lavar dos veces con PBS.

9. Reemplazar el PBS con 100 pl de PBS al 3% de BSA para bloquear uniones inespecificas.
Incubar durante 60 minutos a RT.

10. Reemplazar la solucidn de bloqueo con 100 pl de anticuerpo contra clamidia marcado
con FiTC, diluido 200 veces en soluciéon de blogqueo (Chemicon, cat. no. AB1120F).
Incubar una hora a RT.

11. Lavar dos veces con 100 pul de PBS y dejar en un volumen final de 250 ul de PBS.

12. Observar la preparacion en un microscopio invertido de fluorescencia, o dejar la placa a
4 °C hasta su examen.

9. Infeccion del tejido con Chlamydia trachomatis

Antes de evaluar el efecto de los glicolipidos sobre la infeccion por Chlamydia
trachomatis en el tejido cervicovaginal humano, se infectaron una serie de tejidos con este
patdgeno para poner a punto tanto el protocolo de infeccién como los métodos de deteccion y
cuantificacion de dicha infeccidn, lo que supuso un considerable esfuerzo teniendo en cuenta la
escasa literatura existente sobre la infeccién de células primarias cervicales'’.

9.1. Pruebas iniciales (shaker/esponja/eppendorf)

Se probaron diferentes métodos de infeccidn para identificar aquel que mayores tasas
de infeccion generaba. Todos ellos consistian en afiadir directamente al tejido, o a su medio de
cultivo, un indculo del patégeno. Las diferentes opciones probadas fueron:

A) Cultivar entre 5y 8 bloques de tejido en una placa de 12 pocillos, con 1 ml de medio de
cultivo (ver Recetas 5.) sin penicilina, y el volumen correspondiente de clamidia, a 37°C
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durante 2 horas. Se probod a cultivar esta placa en un incubador estatico y en uno en
movimiento (300 rpm) para ver si la infeccidn se favorecia en este proceso.

B) Cultivar entre 5y 8 bloques de tejido en una placa de 12 pocillos, con medio de cultivo
sin penicilina, y el volumen correspondiente de clamidia, situando el tejido encima de
una esponja de coldgeno (Gelita-Spon Rapid?, Gelita Medical), con la mucosa orientada
hacia arriba, para afiadirle justamente encima el inéculo. En cada pocillo se afiadio
medio de cultivo hasta que quedase al nivel del tejido (2 ml, aproximadamente), y se
dejé durante 2 horas a 37 °C antes de cambiar el medio por medio de cultivo fresco.

C) Cultivar entre 5y 8 bloques de tejido en un tubo eppendorf, con medio de cultivo sin
penicilina, y el volumen correspondiente de clamidia, a 37 °C durante 2 horas en un
termobloque con agitacién (400 rpm).

9.2. Protocolo estandarizado

Tras todas estas pruebas, finalmente se establecié un protocolo estdndar para la
infeccidn del tejido con este patdgeno, consistente en colocar entre 6 y 8 piezas de tejido por
pocillo, en una placa de 12, con la mucosa orientada hacia la parte superior. De esta forma, la
clamidia se afiadié directamente encima del epitelio, facilitando la infeccién del mismo. Estos
tejidos, cultivados en medio R20 (RPMI al 20% de FBS) sin penicilina, se incubaron durante 2
horas a 37 °C y 5% de CO,, tras lo que se cambié el medio infectado por medio R20 nuevo,
manteniendo el tejido en cultivo durante 12 dias, con cambios de medio periddicos (3-4 dias)
durante ese intervalo.

10. Inmunofluorescencia del tejido infectado

Uno de los métodos empleados para evaluar el grado de infeccion del tejido fue la
inmunofluorescencia. Para ello, los tejidos de estudio fueron fijados e incluidos en medio éptimo
para la criodiseccion (OCT), congelados y cortados con ayuda de un criotomo en laminas de entre
5y 7 um de grosor. Dichos cortes fueron recogidos en portaobjetos de cristal y almacenados a -
80 °C hasta su utilizacién, siguiendo el protocolo descrito a continuacion.

10.1. Inmunofluorescencia convencional

1. Atemperar los cortes de tejido a RT y dejarlos secar completamente antes de comenzar
durante 20-30 minutos.

2. Fijar con 3,7% de formaldehido en PHEM buffer (ver Recetas 8.) durante 15 minutos a
RT.

3. Lavas con PBS en agitacion (4 lavados de 8 minutos).

4. Permeabilizar el tejido con 0,2% de tritédn X-100 en PHEM buffer durante 10 minutos a
RT.
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5. Lavar rapidamente con PBS con ayuda de una pipeta Pasteur.

6. Bloquear con el buffer correspondiente (ver Recetas HOPE 9.) durante 1 hora a RT.

7. Incubar con el anticuerpo anti-clamidia (CT602: C. trachomatis species-specific MOMP
monoclonal antibody, MAb6ciii/Goat anti-Chlamydia trachomatis FITC conjugated
Polyclonal antibody, Chemicon, cat. no. AB1120F) a la dilucién correspondiente (1:1000
para el CT602 y 1:200 para el de Chemicon) en buffer de bloqueo durante hora y media
a RT en un ambiente hiumedo y oscuro.

8. Lavar con PBS (como en el paso 3).

9. Incubar con el anticuerpo secundario diluido en PBS cuando sea necesario (Alexa Fluor
647 donkey anti-mouse, Jackson ImmunoResearch, cat. no.715-605-150, dilucion
1:1000) durante 1 hora en las mismas condiciones que el primario.

10. Lavar nuevamente con PBS.

11. Afadir una gota de medio de montaje con DAPI al tejido (ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI, Life Technologies, Invitrogen, cat. no. P36931) y cubrir con el
cubreobjetos. Dejar secar y sellar los extremos con esmalte de ufias. Observar al
microscopio pasadas 24 horas.

10.2. Cytospin

En algunos casos, en vez de marcar el tejido integro por inmunofluorescencia, se prefirid
digerir los bloques de tejido infectados para marcar la suspension celular resultante mediante
la técnica conocida como cytospin. Brevemente, una vez digerido el tejido (ver Digestion del
tejido), 50 pl de la suspension celular resultante, a una concentracidon de 1000 células/pl, fueron
adheridos a un portaobjetos mediante centrifugaciéon a 700 rpm durante 5 minutos. Una vez
adheridas las células, se siguid el mismo protocolo utilizado para las inmunofluorescencias
convencionales.

11. Infeccion del tejido con VIH

Del mismo modo que con Chlamydia, varios de los tejidos cervicovaginales fueron
infectados con un aislado clinico de VIH-1 (cepa Bal) a fin de estudiar el efecto de los glicolipidos
de trabajo en este contexto. Para ello, el protocolo estandarizado que se utilizé fue el siguiente:

1. Una vez cortadas, entre 8 y 12 piezas de ecto y endocérvix fueron incubadas a 37 °C en
310 ul de medio R20 (ver Recetas 10.) e infectadas con 40 pl de VIH-1 (TCIDso= 3655), en
una placa de 24 pocillos.

2. Tras dos horas, los bloques de tejido fueron lavados tres veces con PBS en una placa de
6 pocillos para eliminar los restos de virus.

3. Finalmente, se transfirieron 8 piezas de tejido por pocillo a una placa de 12 con 1 ml de
medio R20.

4. De forma periddica (cada 3 6 4 dias), el medio de cultivo fue reemplazado por medio
R20 fresco, manteniendo el tejido en cultivo durante 10-12 dias antes de su digestion.
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12. Migracion de células infectadas fuera del tejido (transwell)

Para confirmar que las células preferentemente infectadas por el virus eran realmente
las células de memoria residentes en el tejido, estudiamos la migracidén de esta poblacidon, una
vez infectado el tejido, en respuesta a diferentes quimiocinas que deberian atraer
fundamentalmente a las células no residentes: esfingosina-1-fosfato (S1P), CCL19 (MIP-3B) y
CCL21%°, Para ello, cultivamos 8 piezas de tejido cervicovaginal por condicidn, infectado segtin
lo descrito en el apartado anterior, durante 10 dias. Pasado ese tiempo, transferimos el tejido
de cada condicién a un soporte con una membrana de policarbonato semipermeable (tamafio
de poro: 5 um) que contenia 100 pl de medio R20. Colocamos ese soporte en un pocillo de una
placa de 24, con 600 pl de medio R20 con 100 ng/ml de CCL19 y CCL21, y 10 uM de S1P, y
dejamos a 37 °Cy 5% de CO,durante una noche. Al dia siguiente, digerimos el tejido y marcamos,
por separado, la suspension celular resultante y las células presentes en la parte inferior del
pocillo (migratorias) para analizarlas mediante citometria de flujo.

13. Cuantificacion del ADN viral asociado a célula mediante PCR
cuantitativa (qQPCR)

Todas las suspensiones celulares purificadas mediante separacién celular a partir del
modelo de infeccidn ex vivo o de las pacientes VIH* fueron inmediatamente lisadas con un medio
especifico para este fin que contenia proteinasa K: se dejaron a 55°C durante toda una nochey
posteriormente a 95°C durante cinco minutos. Posteriormente, los lisados celulares se
cuantificaron mediante qPCR utilizando primers contra repeticiones terminales largas (5’-
TTAAGCCTCAATAAAGCTTGCC-3’ en el caso del forward y 5'-GTTCGGGCGCCACTGCTAG-3’ para
la reverse, siendo 5’-CCAGAGTCACACACCAGACGGGCA-3’ la secuencia de la sonda). Para
cuantificar el ADN total del VIH-1 se utilizd una curva estandar utilizando el gen CCR5 para
normalizar los resultados. Para esta amplificacion, cada ciclo tuvo 4 fases: dos minutos a 50°C,
diez minutos a 95°C, 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Se realizaron un total de 55 ciclos
por muestra. La contribucion de cada poblacién al reservorio total de VIH se calculd
considerando la frecuencia de cada poblacién (obtenida mediante citometria de flujo) dentro
del total de células CD4" y su frecuencia relativa de infeccion.

14. Ensayo de ADN proviral intacto (IPDA)

Las células Trm obtenidas mediante separacion celular de dos pacientes en TAR fueron
inmediatamente lisadas con un buffer de proteinasa K, tal y como se ha descrito en el apartado
anterior. Dos microlitros de estos lisados celulares fueron sometidos al ensayo IPDA, utilizando
para ellos los primers, sondas y condiciones de PCR previamente descritas en la publicaciéon
original®,
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15. Hibridacion in situ de ARN viral e inmunohistoquimica del tejido
cervical

Se obtuvieron muestras parafinadas de tejido cervical de pacientes virémicas o
avirémicas en tratamiento antirretroviral del departamento de anatomia patoldgica de los
Hospitales Universitarios Vall d’Hebron (HUVH) y Germans Trias i Pujol (HUGTP). La deteccidn
del ARN se llevd a cabo mediante el kit ultrasensible RNAscope 2.5 HD Duplex Reagent
(Anacrome). Se utilizaron sondas especificas y de alta-sensibilidad contra la secuencia de ARN
mensajero GagPol del VIH (bases 507-4601; referencia #317691)82. Se montaron secciones de
tejido cervical de 5 um de grosor en portaobjetos Superfrost Plus (Fisher Scientific) y el ensayo
se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. De forma breve, las muestras se
desparafinaron con xileno y se rehidrataron con etanol al 100% antes de hacer una recuperacion
de antigenos por calor y una digestién con proteasa a modo de pre-tratamiento. A continuacién,
las sondas se incubaron durante dos horas a 40°C y las muestras se guardaron durante una
noche en solucidn de citrato sddico 5X. El dia siguiente se llevd a cabo una amplificacién de la
sefial de las sondas contra ARN mediante una incubacidn secuencial con los reactivos indicados
en el kit. Finalmente se llevé a cabo una inmunohistoquimica en esas mismas muestras para la
deteccion de CD69, de forma similar a como se ha descrito anteriormente. En primer lugar, se
realizé un bloqueo con tampdn Tris 1X al 1% de seroalbumina bovina y 10% de suero de mono
durante 30 minutos. Posteriormente, se realizé una incubacion con anti-CD69 (1/100, Abcam)
durante toda una noche a 4°C. Por ultimo, la deteccién de este anticuerpo se realizd gracias al
kit de deteccién DAB de Abcam, siguiendo las instrucciones del fabricante. Estas muestras se
analizaron con la ayuda de una camara digital DP71 (Olympus, Center Valley, PA, USA) conectada
a un microscopio Olympus BX41. Los controles negativos consistieron en muestras apareadas
sin la sonda especifica y en muestras de pacientes no infectadas, mientras que las células fueron
consideradas como positivas para ARN viral en base al didametro de la tincidn, por lo que las
sefiales consistentes en pequefios puntos no se tomaron en cuenta durante la cuantificacion'®?.
El nimero total de células positivas se obtuvo mediante inspeccidn visual de las muestras, y el
area analizada se midio utilizando el programa Imagel.
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16. Recetas de los buffers y medios de cultivo

1.

10.

Staining buffer: 5% de suero de ratén y 5% de suero de cabra en PBS a pH 7’4, filtrado
a través de un filtro de 0,2 um.

Buffer para la separacion con beads contra iNKT: PBS a pH 7’2 con 0'5% de BSAy 2 mM
de EDTA.

Medio de cultivo de células HeLa: DMEM al 10% de FBS, 5000 U/ml de penicilina'y 5
mg/ml de estreptomicina.

Medio de diseccidon del tejido: RPMI 1640 con 5 pg/ml de anfotericina B, 1 ug/ml de
gentamicina, 5000 U/ml de penicilina y 5 mg/ml de estreptomicina.

Medio de cultivo del tejido: RPMI 1640 al 15% de FBS, aminodcidos no esenciales y
piruvato de sodio (medio esencial minimo), 50 pg/ml de gentamicina, 2’5 pg/ml de
anfotericina B, 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina.

Medio de cultivo de clamidia: DMEM al 10% de FBS, 10 pg/ml de gentamicinay 1 pug/ml
de cicloheximida (solo afiadida a los cultivos de células Hela, no a los de tejido).

SPG buffer: 75 g/| de sacarosa, Na,HPO4 17’4 mM, NaH,P0,2’6 mM, 0’72 g/| de 4cido L-
glutdmico en agua miliQ, ajustando el pH hasta 7'4.

PHEM buffer: PIPES 60 mM, HEPES 25 mM, EGTA 10 mM, MgCl, 2 mM en H;0, ajustando
el pH hasta 6’9.

HOPE buffer: PBS al 10% de suero de cabra, 0°1% de Tritén X-100 y 0'2% de gelatina de
pez.

Medio R20 para infeccion con VIH: RPMI 1640 al 20% de FBS con 10 mM de HEPES, 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina
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Capitulo 0: Puesta a punto del modelo de explante cervicovaginal
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1. Antecedentes y objetivo

A la hora de comenzar a trabajar con un nuevo modelo de laboratorio, siempre es
necesario poner a punto todas y cada una de las variables que intervienen en el mismo, desde
el tipo de medio que se utiliza para cultivar la muestra hasta el tiempo que se mantiene la
muestra en cultivo. Por ello, para comenzar a trabajar con el tejido cervicovaginal humano
tomamos como referencia el trabajo publicado por Grivel y Margolis en 200977, analizando las
diferentes variables que en él se detallan para establecer aquellas que nos permitian recuperar
un mayor numero de células viables. Asi, esta puesta a punto puede dividirse en dos etapas: la
puesta a punto del modelo de cultivo en si, y la del proceso de digestion y tincién de la
suspension celular obtenida, ya que la gran mayoria de los experimentos de la presente tesis se
analizaron mediante citometria de flujo. De este modo, una vez establecido el circuito de
recogida de las muestras, en colaboracién con los cirujanos y el personal de anatomia patoldgica
del hospital, se destinaron una serie de tejidos a estas pruebas preliminares.

2. Modelo de cultivo

En primer lugar, estudiamos la necesidad de incluir un soporte de coldgeno en forma de
esponja en las placas de cultivo, tal y como se describe en el protocolo de referencia. Este
soporte simula la composicién de la matriz extracelular del tejido, por lo que podria ayudar a
mantener la integridad del mismo y evitar la dispersion de las células.

z + .
Células CD3" viables recuperadas Figura 1. Numero de células CD3*
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Control Esponja  Esponja (2x) significativas.

En la figura 1 se observa que, si bien la viabilidad de las células de interés (células CD3*)
disminuia a medida que avanzaban los dias de cultivo, el uso de este soporte (Esponja) no
aumentaba la frecuencia de linfocitos CD3* viables recuperados, ni a 3 ni a 7 dias de cultivo. De
hecho, se estudio si al poner una capa doble de esponja (Esponja (2x), mas parecida en cuanto
a grosor a la que se detalla en el protocolo de Grivel y Margolis) la viabilidad de estas células
variaba, pero no se observd ninguna mejora, incluso se vio una tendencia negativa. Por tanto,
por razones practicas y econdmicas, se decidid que los bloques de tejido se cultivarian
directamente sobre el fondo plastico de la placa, cubriéndolos con el medio de cultivo
correspondiente.
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A continuacidn, se analizé el efecto que tenia la placa de cultivo utilizada sobre la
viabilidad de estas células. Para ello, seis bloques de tejido fueron cultivados durante siete dias
en placas de 12 6 24 pocillos, con 1 ml o 500 pul del medio de cultivo estandar respectivamente.
Posteriormente, el tejido fue digerido para determinar, mediante citometria de flujo, la cantidad
de células CD3* viables presentes en cada una de las condiciones. Tal y como se observa en la
figura 2, el cultivo en una placa de 12 pocillos permitié recuperar un mayor nimero de células T
viables, por lo que se establecid este soporte como el estdndar para los experimentos
posteriores.

Células CD3" viables recuperadas

4000+
é 30004 —— Figura 2. Numero de células CD3* viables recuperadas
o tras el cultivo de tejido cervicovaginal en una placa de
S 2000 12 (blanco) o 24 (negro) pocillos (n=3). Se representan
g la media y la desviacién estdndar de cada condicion. El
§ 1000+ andlisis estadistico mediante el test de Wilcoxon no
" . reveld diferencias significativas.
12 24

Numero de pocillos

3. Digestion del tejido y citometria

De forma paralela, también se establecieron las condiciones idéneas de digestién del
tejido, basdndonos de nuevo en lo descrito por Grivel y Margolis'’’. Se analizé la eficacia de
diferentes enzimas en el proceso de disgregacion del tejido, siendo la colagenasa IV a 5 mg/ml
la que permitia recuperar un mayor numero de células viables tras este proceso. También se
estudio el efecto de la velocidad de agitacidon a la que se sometian las muestras durante el
proceso de digestion enzimatica, concluyendo que una agitacion a 400 r.p.m. era suficiente para
la obtencién de una suspensidn celular con un elevado porcentaje de células viables. Por ultimo,
se compararon dos métodos de disgregacién mecdnica del tejido tras la digestidon con
colagenasa: uno manual, utilizando una varilla de plastico para machacar el tejido en el propio
eppendorf en el que se ha llevado a cabo la digestion enzimatica (figura 3 izquierda), y otro
automatizado, utilizando un disociador gentleMACS (Miltenyi Biotec, figura 3 derecha).

Figura 3. Varilla de pldstico utilizada para la
digestion manual del tejido (izquierda).
Disociador gentleMACS utilizado para la
digestion automdtica del tejido (derecha)).

Pese a la comodidad que este segundo método presentaba, se observé que dicho
proceso resultaba mas agresivo para el tejido, puesto que el nimero de células vivas obtenidas
tras el método automatico era menor. Por ello, se decidié que el protocolo para la disgregacién
mecanica del tejido debia ser manual.
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Finalmente, se estudid el efecto del tratamiento con colagenasa IV sobre diferentes
marcadores de superficie, ya que estudios previos! habian descrito que la estabilidad de
moléculas tales como CD56 disminuye drasticamente tras la digestion enzimatica, dificultando
los andlisis de citometria. La estabilidad tras el tratamiento con colagenasa IV de todos los
marcadores analizados en el presente estudio fue examinada previamente para asegurar que
sus niveles de expresion en la superficie celular se mantenian.
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Figura 4. Expresion de diferentes marcadores de superficie por parte de células de sangre periférica en condiciones
basales (fila superior) o tras el tratamiento con colagenasa (fila inferior).

En la figura 4 se muestran los niveles de expresidn de ciertos marcadores en ausencia
(fila superior) o presencia (fila inferior) de colagenasa IV. Cabe destacar que los marcadores
cldsicamente asociados a las células B (CD19 y CD20) disminuian considerablemente tras la
digestion. Asimismo, en estos experimentos se observd que la expresidn de CD56 practicamente
desaparecia, aunque cabe destacar que el efecto de la colagenasa variaba en funciéon del lote
utilizado. Por ello, ciertos marcadores conflictivos no fueron tenidos en cuenta en la mayoria de
los analisis. Por el contrario, se corroboré que ciertos marcadores como CD3 o CD14 no se veian
afectados por este proceso (independientemente del lote de colagenasa utilizado), lo que
permitia identificar linfocitos T y células de origen mieloide. Una vez conocida toda esta
informacidn, se establecié la estrategia general de gating para los diferentes experimentos
realizados (figura 5), la cual se basd en establecer primeramente una gate separada para los
linfocitos y otra para las células de origen mieloide. Posteriormente, cada una de estas
poblaciones fue analizada para excluir los dobletes y las células no viables del andlisis, utilizando
como marcador de viabilidad una sonda que penetra en aquellas células que tengan alterada su
membrana externa, lo que compromete su supervivencia. Al tratarse de tejido digerido, se
incorporé el marcaje con CD45 como parte de la estrategia general de gating para reducir la
contaminacion por otros tipos celulares de origen no hematopoyético. Finalmente, la fraccion
linfoide (figura 5, izquierda) se separé en linfocitos T (CD3* CD14") y el resto de linfocitos (CD3"
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CD14Y), dividiendo estos Gltimos en células NK CD16*" y células B (CD1d*). Por su parte, las
diferentes poblaciones mieloides (CD3'HLA-DR, figura 5, derecha) se separaron en funciéon de
su expresion de CD11c y CD14 en dos grupos: CD11c* CD14* (tipo monocitos o dendriticas
intersticiales) y CD11c* CD14" (tipo células dendriticas convencionales).
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Figura 5. Ejemplo de estrategia de gating utilizada en algunos de los andlisis de tejido cervicovaginal mediante citometria de flujo
consistente en seleccionar los linfocitos y las células mieloides por separado, excluir los dobletes y células no viables y seleccionar las células
de origen hematopoyético (CD45*). Finalmente, los linfocitos T (izquierda, cuadro naranja) se seleccionaron en base a su expresion de CD3,
mientras que las células B y NK se identificaron en base a su expresion de CD1d y CD16 a partir de las CD3- CD14-. Por su parte, para
identificar las células mieloides (derecha, cuadro verde), se excluyeron las células CD3* y se separaron las restantes en funcion de su
expresion de CD11cy CD14.
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Como resultado de estos experimentos, se obtuvieron las frecuencias basales de las

diferentes poblaciones inmunes que se encuentran presentes en la mucosa cervicovaginal. Asi,
la figura 6 muestra las frecuencias de algunas poblaciones analizadas, tanto en ecto como en

endocérvix.
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Figura 6. Frecuencias basales de células iNKT,
MAIT y linfocitos T yé a partir del total de CD3*
en ectocérvix (negro) y endocérvix (blanco)
(n=6). Las barras representan la media y la
desviacion estdandar de los resultados. El andlisis
estadistico mediante el test de Wilcoxon no
mostré diferencias significativas entre ambos
tejidos.

El andlisis estadistico reveld que la distribucidon de estos tipos celulares entre ambos
tejidos no presentaba diferencias significativas (p > 0,05 en todos los casos), si bien es cierto que
se aprecié una variabilidad considerable entre individuos. A pesar de la baja frecuencia de estas
poblaciones en el tejido cervicovaginal, constatamos que realmente éramos capaces de
detectarlas mediante citometria de flujo, por lo que era posible analizarlas en detalle. Por el
contrario, otras poblaciones como los linfocitos T CD8" y las células mieloides presentaron
frecuencias mucho mas elevadas, tal y como se habia descrito en la literatura® (datos no

mostrados).
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Capitulo 1: Efecto de los derivados de la aGC frente a las
infecciones de transmision sexual
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1. Antecedentes y objetivo

El papel protector de la aGC en el ambito del cdncer mediante la estimulacién de las
células iNKT ha sido ampliamente estudiado!’®'’2. Sin embargo, la anergia que este compuesto
induce en dicha poblacion tras repetidas administraciones ha puesto de manifiesto la necesidad
de desarrollar derivados sintéticos de la aGC capaces de superar esta limitacion!®®. Diferentes
grupos han generado este tipo de moléculas con el objetivo de incluirlas como parte de una

173 9 la malaria'’*

vacuna frente a enfermedades tales como la gripe , poniendo de manifiesto su
capacidad para generar una respuesta CD8 eficaz. Por otro lado, también se busca que estos
nuevos moduladores de las células iNKT permitan polarizar la respuesta inmune que se genere
hacia el perfil Th mas eficaz para controlar la infeccién?®®. Teniendo todo esto en mente, en esta
primera parte del trabajo nos centramos en analizar la respuesta inmunitaria que inducia en la
mucosa cervicovaginal una bateria de compuestos estructuralmente similares a la aGC,
disefados por nuestro colaborador, el Dr. Amadeu Llebaria. El objetivo principal era ver si alguno
de ellos era capaz de inducir una respuesta Th1l mas potente que el compuesto original, con el
fin de generar una respuesta protectora frente a Chlamydia trachomatis, sin dejar de tener en
cuenta otro tipo de respuestas inmunitarias que podrian ser también de interés. Para ello, en
primer lugar se hizo un amplio screening de las diferentes moléculas para estudiar su actividad
mediante diversas técnicas, y una vez se hubieron descartado las menos activas, comenzamos a

probar las mas prometedoras en el modelo de explante cervicovaginal.

2. Screening inicial de los compuestos

Este analisis inicial se realizé6 de forma simultdnea mediante diferentes técnicas, en
diversos laboratorios independientes.

2.1. ELISA en lineas celulares de iNKT

Por un lado, nuestros colaboradores de la Universidad Auténoma de Barcelona (Lorena
Usero y Carme Roura) midieron mediante ELISA la concentracion de diversas citocinas (TNF-a,
IFN-y e IL-13) en los sobrenadantes de diferentes lineas de células iNKT (generadas a partir de
células primarias) que habian sido incubadas con esta bateria de compuestos. Dichos resultados
forman parte de la tesis de la doctora Usero (Estudi de la funcio supressora de les cél-lules iNKT
en el control de la resposta autoimmunitaria a la Diabetis Tipus 1 humana), por lo que no se
muestran aqui, pero se tuvieron en cuenta a la hora de descartar los compuestos con menor
actividad ya que, ademas, coincidian con los resultados obtenidos por otras vias.

2.2. ELISPOT en donantes sanos

Por otro lado, colaboradores de IrsiCaixa (Esther Jiménez y Julia G. Prado) llevaron a
cabo ensayos ELISPOT para medir la secrecién de IFN-y producida por PBMCs de donantes sanos,
en respuesta a los diferentes compuestos, a tres concentraciones diferentes (10 ng/ml, 100

ng/mly 1 ug/ml).
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Figura 1. Fold change medio de la cantidad de puntos observados en el cultivo de células de sangre periférica a diferentes concentraciones
de glicolipido (1 ug/ml, negro; 100 ng/ml, gris; y 10 ng/ml, blanco). El fold change se obtuvo al dividir el nimero medio de puntos en
respuesta a un glicolipido en tres donantes diferentes (n=3) entre el numero medio de puntos en los controles negativos correspondientes.

En la figura 1 se representa esta secrecion de IFN-y en forma de fold change. Debido a
la falta de reproducibilidad entre individuos (alta dispersion de los datos), y al bajo numero de
puntos positivos que se observaron en la mayoria de los pocillos en comparacién con los pocillos
control (sin glicolipido, ruido de fondo), se escogid esta representacién del fold change para
identificar de forma mas clara qué compuestos debian ser tenidos en cuenta. Se observé una
clara diferencia entre la administracion de glicolipidos a 1 pg/ml y a las otras dos
concentraciones, ya que en algunos casos (HS161, 28d, YHS-01-45, YHS-02-54, aGC) llegaron a
presentar mas del doble de puntos que el control negativo (fold change > 2). De hecho, la
presencia de 100 ng/mly 10 ng/ml de estas moléculas indujo, en gran parte de los casos, menos
secrecion de IFN-y que en la condicion control (fold change < 1). Representando estos datos
agrupados por glicolipido podemos observar una respuesta dosis-dependiente bastante clara en
casi todos los casos. Asi, en comparacion con la aGC, se reafirma que los compuestos mas
relevantes en cuanto a la cantidad de IFN-y que son capaces de generar mediante esta técnica
son HS161 (tanto 1 como 4), 28d, YHS-01-45 e YHS-02-54. Por su parte, HS176 también presenta
un perfil similar, aunque ligeramente menos potente.

2.3. Co-cultivo de células HeLa-CD1d"ish y células iNKT primarias: ELISA y Luminex

Por dltimo, en nuestro laboratorio, co-cultivamos células iNKT aisladas de la sangre de
diferentes donantes sanos con células Hela transfectadas con un plasmido que aumenta su
expresion de CD1d. Estas células Hela actian como células presentadoras de antigeno, de forma
que las iNKT pueden interaccionar con el glicolipido. Como ya se ha comentado en la
introduccion, la frecuencia de esta poblacion es realmente baja (0,1-0,2% del total de las células
T en sangre periférica'®®), por lo que en cada ronda de experimentos se aislaron las iNKT de
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varios donantes, y aquellos con la mayor frecuencia de esta poblacién fueron los utilizados en
estos ensayos. De forma representativa, en la figura 2 se puede ver la frecuencia de iNKT del
total de PBMCs en dos donantes aleatorios. En todos los casos, la frecuencia de esta poblacién
se determind en base a su co-expresién de CD3 y Va24Jal8, estudiada mediante citometria de
flujo.
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Figura 2. Dot plot representativo de la frecuencia de células iNKT (identificadas como CD3* Va24Ja18%) en la sangre
periférica de dos donantes diferentes, obtenido mediante citometria de flujo.

El sobrenadante de estos co-cultivos fue recogido y analizado mediante ELISA para
medir la secreciéon de IFN-y por parte de las iNKT. Cada glicolipido fue analizado a tres
concentraciones diferentes (10 ng/ml, 100 ng/mly 1 pg/ml) en un minimo de 4 donantes y un
maximo de 8. En esta serie de experimentos se incluyé un nuevo compuesto, HS22, considerado
un control negativo debido a que experimentos previos de cristalografia demostraron que
presentaba una baja afinidad por el CD1d en comparacion con el resto de compuestos. La figura
3 muestra los resultados obtenidos en este experimento.
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Figura 3. Secrecion de interferon-y (medido en pg/ml) en los co-cultivos de células HeLa CD1d"s y células iNKT primarias aisladas
de la sangre de donantes sanos (n=4-8), en presencia de diversos glicolipidos a tres concentraciones diferentes: 10 ng/ml (blanco),
100 ng/ml (gris) y 1 ug/ml (negro). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Todos los andlisis estadisticos se realizaron mediante la
comparacion multiple ANOVA. Las barras representan la media y desviacion estdandar de los resultados.
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En primer lugar, se observa una respuesta dosis-dependiente en practicamente todos
los casos. No obstante, en comparacién con la molécula de referencia (aGC, primera columna),
de media, ninguno de los glicolipidos estudiados genera una mayor secrecidn de IFN-y a ninguna
de las tres concentraciones estudiadas. Aun asi, cabe destacar que ciertos compuestos (HS161,
YHS-01-46 e YHS-01-45) siinducen unos niveles de IFN-y similares a los de la aGC, especialmente
a la concentracion mas alta (1 pug/ml), y que la variabilidad entre individuos es elevada. También
se observa que otros compuestos (28d, y el control negativo HS22) no parecen generar secrecion
de IFN-y en este modelo a ninguna de las concentraciones estudiadas. En cuanto a la
concentracidén mas baja (10 ng/ml), practicamente ninguna de las moléculas de estudio estimula
una produccidon de IFN-y relevante, lo que dificulta compararlas entre si. Por su parte, la
concentracion intermedia (100 ng/ml) mostré un efecto suficiente como para ver secrecidn de
IFN-y en la mayoria de los casos y discriminar entre los diferentes compuestos. Ademas, debido
a que era la concentracién mas utilizada en la literatura y que resultaba menos tdxica que la
concentracién superior, se decidié que era la adecuada para la siguiente etapa del proyecto.

Posteriormente, los sobrenadantes de estos co-cultivos se analizaron mediante Luminex
para estudiar la secrecién de diferentes citocinas, con el fin de tener una visién mas global del
efecto que inducian los glicolipidos en las células iNKT. Brevemente, esta técnica consiste en la
utilizacion de beads conjugadas a multitud de anticuerpos diferentes capaces de reconocer un
amplio abanico de citocinas presentes en una misma muestra de forma simultdnea. La deteccidn
de todas estas beads se realiza mediante citometria de flujo, y permite cuantificar la
concentracién de dichas citocinas en la muestra problema. Ademas, esta prueba se realiza en
una placa, de forma similar al ELISA, lo que posibilita analizar hasta 96 muestras al mismo
tiempo.
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Figura 4. Secrecion de diferentes citocinas (medidas en pg/ml) en los co-cultivos de células HeLa CD1d"s" y células iINKT
primarias aisladas de la sangre de donantes sanos (n=2-3), en presencia de diversos glicolipidos a tres concentraciones
diferentes: 10 ng/ml (blanco), 100 ng/ml (gris) y 1 ug/ml (negro). El andlisis estadistico mediante la comparacion mdltiple
ANOVA no mostro diferencias significativas. Las barras representan la media y la desviacidn estandar de los resultados.

En este experimento se vio que la capacidad de inducir secrecién de IL-12 (asociada con
una polarizacién Th1) de todas las moléculas era bastante limitada, salvo a la concentracion mas
alta, especialmente en el caso de YHS-01-60, YHS-01-45 e YHS-01-46 (figura 4 a). Por su parte,
HS161 mostré un comportamiento similar al de la aGC a las tres concentraciones estudiadas.
También se observd que practicamente todos los compuestos generaban una sintesis de TNF-a,

80



Resultados

en mayor o menor medida (figura 4 b), siendo HS161 e YHS-01-45 los mas destacados y
consistentes, especialmente a la concentracién mas elevada. En cuanto a la secrecion de
citocinas asociadas a un perfil Th2, de nuevo observamos que la administraciéon de 1 pg/ml del
glicolipido de estudio originaba una mayor concentracién tanto de IL-4 como de IL-13 en los
sobrenadantes analizados, siendo de nuevo el conjunto formado por HS161, YHS-01-60, YHS-01-
45 e YHS-01-46 los que mayor capacidad inductora presentaban (figura 4 cy d). Sin embargo, en
comparacién con la secrecidon de citocinas de perfil Thl (IL-12 e IFN-y), esta capacidad era
cuantitativamente inferior aun teniendo en cuenta la dispersién de los resultados. Por ultimo,
las bajas concentraciones de IL-17A e IL-22 halladas en estas muestras pusieron de manifiesto la
incapacidad de todos estos compuestos de originar una respuesta Th17 o Th22 (figurad ey f) a
ninguna de las dosis estudiadas en células de sangre periférica.

3. Efecto de los glicolipidos en el tejido cervicovaginal

Una vez optimizadas las condiciones de cultivo y digestion del tejido, se realizaron las
primeras pruebas con glicolipidos para estudiar su efecto sobre las poblaciones inmunitarias de
la mucosa cervical femenina.

3.a) Estrategias de distribucion (delivery)

El primer paso en esta etapa de la investigacidn fue identificar la estrategia de
distribucion mas adecuada para asegurar que el glicolipido penetrase en el tejido y llegase
hasta las células de interés. Para ello, se probaron diferentes métodos:

¢ Adicidn del glicolipido directamente al medio de cultivo del tejido intacto. Esta
estrategia no nos permitié ver cambios en la frecuencia de las diferentes
poblaciones inmunitarias presentes en el tejido (linfocitos T, NK, células
mieloides, etc.), ni en su estado de activacién, probablemente debido a la
dificultad del glicolipido para penetrar en el tejido, por lo que fue descartada.

¢ Digestidn del tejido y adicién del glicolipido a la suspension celular resultante.
La digestidon del tejido es un proceso muy agresivo para las células que lo
componen, puesto que implica una digestién enzimatica con colagenasa seguida
de una digestion mecanica. Con este protocolo vimos que la viabilidad de las
células mieloides (la de las dendriticas especialmente) quedaba comprometida, y
estas poblaciones desaparecian o disminuian considerablemente tras varios dias
en cultivo, por lo que también se descartd.

¢ Adicidn del glicolipido junto con un antigeno proteico. Viendo las dificultades de
los glicolipidos para modular las células diana por si solos, decidimos
administrarlos a la vez que un antigeno proteico, basandonos en estudios previos
que afirmaban que la combinacién de aGC con otro antigeno de naturaleza no
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lipidica resultaba mas eficaz que la administracion de los compuestos por
separado?® 184 Hicimos pruebas con dos proteinas diferentes, una general
(ovoalbumina) y otra especifica de clamidia (factor de actividad tipo proteasa de
clamidia, CPAF), sin observar una mayor respuesta en ninguno de los dos casos.
Por ello, decidimos que esta estrategia tampoco nos ayudaba a estudiar el efecto
de los glicolipidos.

Adicion del glicolipido junto con una quimiocina (MIP-3B). Finalmente,
decidimos tratar a la vez el tejido con los compuestos a estudiar y una quimiocina
(MIP-38, también conocida como CCL19) para atraer células al medio vy facilitar,
por un lado, su acceso al glicolipido, y por otro, la interaccién entre los diferentes
tipos celulares de interés (APCs e iNKTs). En la figura 5 se puede ver que esta
combinacion, comparada con la adicion de ambos compuestos por separado,
permitia recuperar un mayor nimero de células iNKT. Paralelamente, también se
observé un aumento considerable en la expresion de CD69 por parte de las células
NK, indicativo de un mayor estado de activacion.
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Figura 5. Dot plots de citometria correspondientes a tejido cervicovaginal digerido de
donantes sanas. En respuesta a diferentes estimulos (aGC, columna izquierda; MIP-386,
columna central; y combinacion de ambos, columna derecha), se ilustran la frecuencia de
células iNKT (fila superior) y la expresion de CD69 y HLA-DR por parte de las células NK (fila
inferior).

Por su parte, si atendemos a las células mieloides, esta combinacidon también
resultd ser mas eficaz a la hora de generar un fenotipo de caracter adyuvante en
dos poblaciones: las CD11c* CD14 (de fenotipo similar a las células dendriticas) y
las CD11c* CD14* (de fenotipo similar a los monocitos). Los marcadores que
analizamos para determinar este fenotipo adyuvante fueron CD1d (molécula
perteneciente al MHC que utilizan las APC para presentar los glicolipidos al resto
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de poblaciones) y CD40 (una proteina coestimuladora expresada por las APC y
necesaria para su activacion). Como puede verse en la figura 6, estos dos
compuestos en conjunto causaron un considerable incremento en la frecuencia
de CD40 en ambas poblaciones, mientras que la frecuencia de CD1d
practicamente no varié en las CD11c* CD14', y disminuyd ligeramente en las
CD11c* CD14*. Sin embargo, la fraccién de células que expresaba ambos
marcadores (CD1d y CD40) aumentd de manera significativa tras la incubacion
con ambos estimulos de forma simultanea, por lo que se decidié que esta debia

ser la estrategia de trabajo para valorar el efecto de los diferentes derivados de la

aGC.
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Figura 6. Dot plots de citometria correspondientes a tejido cervicovaginal digerido de donantes
sanas. En respuesta a diferentes estimulos (aGC, columna izquierda; MIP-38, columna central;
y combinacion de ambos, columna derecha), se ilustran la expresion de CD1d y CD40 en células
CD11c* CD14 (fila superior) y CD11c* CD14* (fila inferior).

3.b) Secrecion de citocinas al medio (ELISA sensible)

83

Una vez establecidas las condiciones éptimas de estimulacion del tejido con los
diferentes compuestos, se estudid su capacidad de inducir secrecién de citocinas al
medio. Para ello, cinco piezas de tejido se incubaron durante toda una noche en presencia
de MIP-3B y el glicolipido correspondiente a 100 ng/ml. A la mafiana siguiente, se recogio
el sobrenadante de esos cultivos y se almacend a -80 °C hasta el dia en que se analizé la
presencia de IFN-y en el mismo mediante un kit de ELISA especifico para esta citocina, de
mayor sensibilidad que la mayoria de kits estandar (Abcam, ab46048). Pese a esta mayor
sensibilidad, tal y como puede verse en la figura 7, no se detectaron grandes cantidades
de interferén en respuesta a ninguno de los compuestos, ni siquiera en el caso de la aGC.
Estos resultados contrastan con los obtenidos en el sistema de co-cultivo de las células
iNKT con células HeLa CD1d"&", donde éramos capaces de detectar hasta mil veces mas
IFN-y utilizando la misma concentracidn de glicolipido. Sin embargo, no hay que olvidar
gue, en este caso, se trataba de bloques de tejido cervicovaginal en los que la fraccidn de
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iNKT ronda el 0,1% del total de células T*®*, por lo que era de esperar que la cantidad total
de IFN-y detectado fuera mucho menor. Ademas, se observé una elevada variabilidad
entre individuos (n=4-6), lo que dificulta aun mas extraer conclusiones fiables. Pese a
todos estos factores, YHS-01-60, YHS-01-46 e YHS-01-45 resultaron ser los compuestos
qgue mayor secrecidn de IFN-y generaban en comparacién con la aGC (linea roja
punteada).

Secrecion de IFNy (ganancia neta) Figura 7. Secrecion de IFN-y, en pg/mi,

5 - por parte del tejido cervicovaginal en
respuesta a 100 ng/ml de glicolipido y
MIP-38 tras una noche en cultivo. La
secrecion se muestra en forma de
ganancia neta, resultado de restar el
valor del control negativo con MIP-38 a

pg /ml

cada muestra correspondiente (n=4-6).
La linea punteada representa el valor
correspondiente a la aGC. La
comparacion mediante  ANOVA no

mostré ningun resultado significativo.
Las barras representan la media y la
desviacion estandar de los resultados

Por otro lado, en esos mismos sobrenadantes (n=4-6) se cuantific la presencia de
TNF-a utilizando un kit de la misma compaiiia para la deteccién de esta citocina mediante
ELISA (Abcam, ab108908). En este caso, el rango de deteccién era mil veces superior (en
el orden de los nanogramos frente a los picogramos del kit anterior), y se correspondia
con lo que habiamos observado en el Luminex. Tal y como se ilustra en la figura 8, los
compuestos con mayor actividad fueron H5161, YHS-01-45, YHS-01-46 y 28d en este caso.
Contrasta especialmente la falta de TNF-a que se aprecia en respuesta a YHS-01-60, ya
que este era el compuesto que mayor tasa de secrecidn de IFN-y presentaba. De nuevo,
cabe destacar que, pese a ser el compuesto de referencia, aGC es uno de los compuestos
gue menor secrecion de TNF-a origina (linea roja punteada), si bien es cierto que la alta
variabilidad de los resultados socava de nuevo la robustez de los mismos. Aun asi, se
observé que la capacidad de secrecidon de TNF-a del tejido es mil veces superior a la de
secrecidon de IFN-y, lo que se explica, en parte, porque esta citocina se presenta en las
primeras fases de la respuesta inmune para causar una estimulacion general de las
diferentes poblaciones inmunitarias'®, mientras que el IFN-y forma parte de una
respuesta Th1, mas especifica y dependiente de patdgeno.
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ng / mil

Secrecion de TNFa (ganancia neta)

Figura 8. Secrecion de TNF-a, en ng/ml, por
parte del tejido cervicovaginal en

151

respuesta a 100 ng/ml de glicolipido y
MIP-38 tras una noche en cultivo. La
101 secrecion se muestra en forma de
ganancia neta, resultado de restar el valor
del control negativo con MIP-36 a cada
5 - muestra correspondiente (n=4-6). La linea

punteada representa el valor

correspondiente a la aGC. La comparacion
B e - - - - mediante  ANOVA no mostré ningun

resultado  significativo. Las  barras
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En base a todos los resultados presentados hasta ahora, se decidié que HS161 e YHS-01-

45 (YHS-45 a partir de ahora) eran los glicolipidos mas prometedores para continuar con las
siguientes pruebas. De manera adicional, se decidié utilizar HS138 como control negativo en

dichos experimentos.

3.c) Fenotipo adyuvante
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Teniendo en cuenta la aplicacién para la que se pretendian utilizar estos glicolipidos
(adyuvantes en vacunas contra enfermedades de transmisiéon sexual), otro de los
pardmetros interesantes a la hora de valorar su actividad era su capacidad para inducir un
fenotipo adyuvante en las células presentadoras de antigeno presentes en el tejido.

De este modo, a partir de muestras procedentes de cinco pacientes diferentes, ocho
bloques de ecto y endocérvix fueron cultivados durante una noche en presencia de
100ng/ml del glicolipido a estudiar y 100 ng/ml de MIP-3B, para atraer al medio las células
de interés y facilitar, tanto el acceso de las células presentadoras de antigeno a los
compuestos, como el encuentro entre estas APCy las células diana. A la mafiana siguiente,
las células migratorias fueron recogidas; los sobrenadantes de cultivo, almacenados para
posteriores experimentos; y los bloques de tejido, descartados. Estas células migratorias
fueron marcadas con diferentes anticuerpos para su analisis mediante citometria de flujo,
utilizando para ello un panel que incluia diversas moléculas asociadas con fenotipos de
activacidon y maduracion. Los anticuerpos utilizados para este experimento se detallan en
la tabla anexa 2.
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Uno de estos marcadores fue el CD1d, que como ya se ha comentado, permite la
presentacién antigénica de los glicolipidos por parte de las APC. La frecuencia de este
marcador se estudié nuevamente en dos poblaciones de caracter mieloide (CD3" HLA-
DR*): CD11c* CD14 (de fenotipo similar a las células dendriticas) y CD11c* CD14* (de
fenotipo similar a los monocitos).

Células CD11c" CD14" Células CD11c* CD14"
L 809 R 801 - 5°
+ 707 +, 704 B ¥ v
o 60 v 2 604 ne v
8} ) [¢)
w 507 A v v » 501 — & AlY
© © PR S
© 407 v w407
o v ° A A
S 30 s 30 \4
© 201 5 2 20+ -
) Alo (]
S 104 ] S 104 L
o (8]
() ()
Lt 0 ——=C Ot T II 0 —C T T O—
R o o R o N R o o ® [ w2
N & & % M) R & & % NG
Q x > > A < x > Ay <
,sz X x x Q’% x X X
N 2R 2R N 2R 2R
AN Q DN N Q
) <
Células CD11c*  CcD14" Células CD11c  cD14"
L 3517 L 501 *
+v +v D f !
301 v
3 S 404
o - [a] A @
8 25 o T . VoA
s 207 K 304
o A ®
- 151 v T 50
] v ] A omA
o 101 v o v ° v
o A S 104 o
> 51 =1
® > ®
II 0 T Lt 0 ——C T T T
Q o o > N % Q < o > N %
N a N L Q:’v'v N a N & e“’% 9\’&) 5"
N nﬁzx R R Q K . R X s
. x 2
R RN g Q’ R R N
S 2 Q o Q J / )
< N N N < 4 i R’
N > Q - < N

Figura 9. Frecuencia de las células CD1d* (primera columna) y CD40* (segunda columna) en las células CD11c* CD14
(primera fila) y CD11c* CD14* (segunda fila), obtenidas tras la digestion de tejido cervicovaginal de donantes sanas
(n=5) cultivado con 100 ng/ml de glicolipido y MIP-36 durante una noche. Las barras muestran la media y desviacion
estdndar de los resultados. *p<0,05 para un andlisis multiple por ANOVA.

La primera columna de la figura 9 muestra los niveles de expresién de este marcador
en esas dos poblaciones, en respuesta a diferentes glicolipidos. En primer lugar, se
observé que las células CD11c* CD14 del tejido cervicovaginal expresaban mayores
niveles de CD1d que las CD11c* CD14* en practicamente todas las condiciones (media de
16,95% en células CD11c* CD14 frente a media de 8,21% en células CD11c* CD14%), lo que
puede explicarse debido a su naturaleza de APC cldsica. Sin embargo, esta expresion era
muy variable en la poblacion del estudio, lo que no permitié ver diferencias
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estadisticamente significativas ni tendencias claras en los resultados (p > 0,05 en todos
los casos).

El otro de los marcadores analizado en estas dos poblaciones fue CD40 (figura 9,
segunda columna), una proteina coestimuladora expresada por las APC y necesaria para
su activacion. De nuevo, en este analisis observamos que las células CD11c* CD14 del
tejido cervicovaginal expresan mayores niveles de este marcador que las CD11c* CD14*
en todas las condiciones estudiadas. Como sucedia con el CD1d, vimos una gran
variabilidad en las muestras analizadas en ambas poblaciones, ya que el efecto de los
glicolipidos fue diferente en cada donante. Dentro de estos resultados, cabe destacar que,
al contrario de lo que sucedié con el resto de compuestos, la incubacién con MIP-33 +
YHS-45 no causé un aumento de la expresiéon de CD40 en las células CD11c* CD14", sino
gue se mantuvo en niveles similares a los de la condicién control con MIP-3 (p<0,05;
ANOVA), mientras que en las células CD11c* CD14 este compuesto presentd efectos
diversos.

Asi, pese a los prometedores resultados descritos en el apartado a) Estrategias de
distribucion, dichos resultados no se reprodujeron en las cinco pacientes analizadas: la
incubacién con MIP-3B y los glicolipidos sintéticos no supuso un aumento de la expresion
de CD1d o CD40 en estas poblaciones en comparacién con MIP-3B y aGC (tanto en
conjunto como por separado). Por ello, no podemos afirmar que la incubacién con los
glicolipidos aqui estudiados promueva una activacion y maduracién de las células
presentadoras de antigeno del tejido cervicovaginal humano en estas condiciones.

Por otro lado, también se analizé el efecto de la incubacién con glicolipidos sobre el
total de células CD3* (células T) en el sobrenadante de los mismos tejidos incubados
durante una noche con ambos compuestos, para lo que se estudio la expresidn de CD69
y HLA-DR (figura 10).
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Figura 10. Frecuencia de las células CD69* y HLA-DR* dentro del total de células T CD45* CD3*, obtenidas del
sobrenadante de tejido cervicovaginal de donantes sanas (n=5) cultivado con 100 ng/ml de glicolipido y MIP-38
durante una noche. Las barras muestran la media y desviacion estdndar de los resultados. El andlisis multiple por
ANOVA no reveld diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos.
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De nuevo, observamos que existe una cierta variacion entre individuos en
practicamente todas las condiciones. Estadisticamente, no se observan diferencias
significativas en cuanto a la frecuencia de estos marcadores en presencia de los diferentes
compuestos, ya que la media de cada condicidon es similar a la de la condicién de
referencia con MIP-3B y aGC, y esta es, a su vez, similar a la media de las condiciones con
cada uno de los compuestos por separado.

De forma paralela, se estudié el efecto de estos compuestos sobre la activacion de
las células NK, incluyendo en este andlisis tanto las CD16* (de caracter eminentemente
citotéxico) como las CD16™ (con mayor tendencia a la produccién de citocinas)'®’. Para
ello, se compararon los niveles de expresion de CD69 y HLA-DR de esta poblacion en
presencia de MIP-38 y aGC con los que se observaron en presencia del resto de
compuestos (figura 11).

Células NK Células NK
P o
< 100 < 201
< + <& o
+ v [
@ 804 o
o) < 15+
o v v A \% - \4
4 T
g o0 Blo AllE % oA @
o om ° S 101 ¢
T 404 IS o @
© @ ©
5 s
G 204 e
=3 o OD =]
by 3 = oA Do
II 0 T T T T T T o 0= T T T
o o & o2 o » w R Y o oR o 0
& & o o Qﬁ NS & & o> 2N 4
N KA Q Gy R
) x 0
SRS RS PO TN R
< Q Q Q’ ) NS N Q7
N < N = A )

Figura 11. Frecuencia de las células CD69* y HLA-DR* dentro del total de células NK, obtenidas del
sobrenadante de tejido cervicovaginal de donantes sanas (n=5) cultivado con 100 ng/ml de glicolipido y
MIP-38 durante una noche. Las barras muestran la media y desviacion estandar de los resultados. El andlisis
multiple por ANOVA no reveld diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos.

En este caso, tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre unas condiciones y otras. De hecho, los niveles de expresién de ambos marcadores
fueron bastante similares a los del control basal (MIP-3B solo), por lo que la adicion de
glicolipidos no parece estimular a esta poblacion. Cabe destacar el contraste entre los
niveles de expresion de ambos marcadores, ya que mientras que la frecuencia de CD69
se mantuvo mas o menos estable entre todos los individuos, los valores de HLA-DR
observados presentaron una gran variacion interindividual. Ademas, también existen
diferencias cuantitativas entre ambas moléculas: de media, casi el 50% de células NK
expresaron CD69 en respuesta a alguno de los glicolipidos, mientras que, por término
medio, la expresién de HLA-DR en esta poblacién resultd ser unas diez veces menor. Asi,
teniendo en cuenta todos estos datos, podemos concluir que la adicion de los glicolipidos
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no parece activar esta poblacidn, al menos en cuanto a expresion de CD69 y HLA-DR se
refiere. No obstante, podria ser interesante ver si, tanto estas células como las iNKT
presentan una mayor capacidad citotéxica tras la estimulacidn con los compuestos
estudiados (medida de la frecuencia de granzima/perforina mediante citometria).

3.d) Tincioén intracelular de citocinas (ICS)

Finalmente, para evaluar el efecto de los glicolipidos sintéticos sobre la estimulacion
del sistema inmunitario del tejido cervicovaginal humano, se estudié de nuevo la
secrecién de citocinas que dichos compuestos generaban, esta vez mediante citometria
de flujo (tincidn intracelular de citocinas), con el fin de identificar las poblaciones que
secretaban estas citocinas. Para ello, seis bloques de tejido fueron incubados durante una
noche con los glicolipidos de estudio y MIP-3B. A la mafiana siguiente, recogimos los
sobrenadantes de estos cultivos y aislamos las células alli presentes para incubarlas
durante 5 horas con brefeldina, un reactivo que detiene el trafico intracelular de
membranas. Pasado ese tiempo, las células fueron tefiidas con diferentes anticuerpos de
superficie e intracelulares (ver Tabla anexa 2), a fin de estudiar su capacidad de secrecion
de ciertas citocinas mediante citometria de flujo. En la figura 12 se muestra un ejemplo
de los resultados obtenidos en este experimento, ya que, en el momento en que se
escribe esta tesis estamos trabajando en aumentar la n de estos experimentos para poder
extraer conclusiones sdlidas.

IFN-y 2.35% IFN-y 1.98% Figura  12. Dot  plots
representativos que ilustran la

frecuencia de células iNKT y la
secrecion de IFN-y en un tejido
cervical humano estimulado

con diferentes glicolipidos y
MIP-36 a 100 ng/ml durante
una noche.

%

Va24
2.75%

IFN-y 3.15% IFN-y 1.22%
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4. Infeccion del tejido con Chlamydia trachomatis

Finalmente, quisimos ver el efecto de estos glicolipidos frente a una infeccién por
Chlamydia trachomatis. Sin embargo, antes de llevar a cabo estos experimentos, fue necesario
poner a punto otros aspectos tales como la generacién de un stock infeccioso de esta bacteria,
la titulacién del mismo y la deteccidon de la infeccidn por este patégeno en el tejido. Ademas, se
estudiaron diversas maneras de infectar el tejido para identificar la mas eficaz.

4.1. Generacion de un stock infeccioso de Chlamydia trachomatis y titulacién

Chlamydia trachomatis es una bacteria de crecimiento intracelular, por lo que para la
generacion de un stock infeccioso a partir de un aislado de la Coleccién Americana de Cultivos
Tipo o ATCC (Chlamydia trachomatis Serovar D, ATCC VR-885) fue necesario crecerla utilizando
células Hela. Clamidia es capaz de infectar estas células y multiplicarse en su interior,
expandiendo el nimero total de agentes infecciosos (figura 13).

Figura 13. Monocapa de células Hela infectadas con Chlamydia trachomatis a x10 (izquierda) y x20 (derecha)
aumentos. Las flechas rojas sefialan células con grandes inclusiones de esta bacteria.

Asi, lisando estas células infectadas podemos purificar esos agentes infecciosos (cuerpos
elementales, EBs) mediante centrifugacién, originando un inéculo libre de restos celulares y
enriquecido en este patdgeno. Una vez generado un volumen considerable de este stock
mediante ciclos sucesivos de infecciones-purificaciones-reinfecciones, titulamos dicho stock en
las propias células Hela para conocer su nimero de unidades formadoras de infecciones por
mililitro (IFU/ml). Para ello, infectamos una placa de células Hela confluentes con diversas
diluciones del stock de clamidia y analizamos el nimero de IFU por pocillo mediante
inmunofluorescencia, marcando para ello las bacterias con un anticuerpo policlonal conjugado
a FiTC (Chemicon, AB1120F). En la figura 14 se muestra una imagen representativa de esta
tincién.
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Figura 14. Tincion
mediante

inmunofluorescencia
de las inclusiones
citoplasmdticas  que
origina Chlamydia
trachomatis en células
Hela infectadas
(verde).

Para calcular la titulacidn del stock, se utilizo la siguiente férmula matematica:

N2 de inclusiones por campo * Factor de diluciéon x N2 de campos por pocillo

IF =
U/mi Volumen de in6culo

Area del pocillo
Area analizada del pocillo

Donde, N2 de campos por pocillo =

Aplicando en esa férmula los datos de los que disponiamos, el resultado fue que la
cantidad de IFU por mililitro de nuestro stock infeccioso era de 69,5 x 10°IFU/ml.

4.2. Deteccidn de la infeccion

Una vez titulado el stock, procedimos a infectar el tejido cervicovaginal con clamidia.
Para ello, en primer lugar, comprobamos la relevancia de diversos factores en el proceso de
infeccién: tamafio del bloque de tejido a infectar, adicidn del indculo sobre el tejido o al medio
de cultivo, cantidad de indculo necesaria para la infeccidn, agitacidon del cultivo durante el
tiempo de infeccién y tiempo total de infeccidn. Tras varias pruebas, concluimos que la mejor
estrategia consistia en:

¢ Cortar el tejido en blogues unas 3 veces mas grandes de lo que cortdbamos para el resto
de experimentos.

¢ Orientar los bloques de tejido con la cara mucosa mirando al cielo en la placa de cultivo,
colocando 3 bloques por pocillo.
Depositar 10 ul de inéculo (69,5 x 10°IFU/ml) directamente sobre cada pieza de tejido.
Mantener el tejido con la clamidia a 37 °C durante los 3 primeros dias de cultivo, sin
agitacion.

¢ Mantener el tejido en cultivo durante 14 dias hasta su digestion y marcaje por
citometria de flujo (tincion intracelular con un anticuerpo monoclonal especifico contra
la Proteina Externa de Membrana Principal, MOMP).
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No obstante, hasta que conseguimos establecer todas estas condiciones éptimas, nos
enfrentamos al problema de la deteccién de la infeccion en el tejido. La estrategia inicial para
esta deteccion fue el marcaje por citometria de flujo. No obstante, el anticuerpo policlonal que
utilizdbamos para el marcaje de células Hela infectadas durante 48 horas (figura 15, izquierda,
en torno a un 5% de marcaje inespecifico) no funcionaba igual de bien en tejido infectado
durante tres dias (figura 15, derecha), por lo que decidimos cambiar a un anticuerpo monoclonal
(CT602, generosamente cedido por el Dr. lan Clarke, The Chlamydia Biobank, Universidad de
Southampton) conjugado a Alexa Fluor 647 en nuestro laboratorio mediante un kit comercial

(LifeTechnologies).
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Figura 15. Células HelLa (naranja, izquierda) y tejido cervicovaginal (verde, derecha) infectados por Chlamydia trachomatis durante
48y 72 horas respectivamente, junto con sus correspondientes controles sin infectar (fila superior). La columna naranja izquierda
muestra el control de células HelLa sin marcar (FMO). La columna verde izquierda ilustra los resultados en el ectocérvix, mientras
que la verde derecha presenta los resultados del endocérvix. En ambas muestras se utilizé un anticuerpo policlonal dirigido contra
el LPS de la bacteria, conjugado a FiTC para la deteccidn de la infeccion (Chemicon).

Nuevamente, pese a que este anticuerpo funcionaba muy bien en células Hela
infectadas durante 48 horas (figura 16, izquierda), en tejido no se apreciaba claramente una
poblacién positiva para este patégeno pese a haber aumentado el tiempo de cultivo hasta los

seis dias (figura 16, derecha).

92



CT (CT602)

Figura 16. Células Hela (naranja, izquierda) y tejido cervicovaginal (verde, derecha) infectados por Chlamydia trachomatis durante
48 horas y 6 dias respectivamente, junto con sus correspondientes controles sin infectar (fila superior). La columna naranja izquierda
muestra el control de células HelLa sin marcar (FMO). La columna verde izquierda ilustra los resultados en el ectocérvix, mientras
que la verde derecha presenta los resultados del endocérvix. En ambas muestras se utilizé un anticuerpo monoclonal dirigido contra
el Major Outer Membrane Protein (MOMP) de la bacteria (The Chlamydia Biobank), conjugado a Alexa Fluor 647 para la deteccion
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de la infeccion.

Por ello, exploramos otros métodos de deteccidon, como la PCR para detectar ADN de
clamidia replicativamente activa (realizada por el servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Valle Hebrdon, donde se realiza rutinariamente para el diagndstico de esta
infeccién), la infeccion de células Hela con el sobrenadante del cultivo del tejido (en donde
esperabamos que hubiera cuerpos elementales de clamidia, capaces de iniciar la infeccién de
esta linea celular) o la inmunofluorescencia de tejido infectado, tanto intacto como disgregado
(inmunofluorescencia de la suspensién celular obtenida mediante cytospin, ver Métodos).

De todas estas pruebas, la que generd los resultados mas optimistas fue la técnica del
cytospin de tejido infectado, ya que fue la Unica en la que pudimos detectar algo de infeccion.
En la figura 17 puede verse en rojo el marcaje de Chlamydia trachomatis con el anticuerpo
monoclonal, mientras que en azul se observan los nucleos de las células del tejido, marcadas
con DAPI. Si bien es cierto que se aprecian acumulaciones de puntos rojos en zonas concretas
de la muestra, dichas acumulaciones no se localizan en torno a un nucleo claramente definido
de forma consistente, por lo que no estd del todo claro que estas imagenes se correspondan en
todos los casos con células de tejido cervicovaginal infectadas por clamidia y no con artefactos
de la técnica. Incluir también un marcaje de la membrana celular quiza nos permitiria identificar
de forma mas clara inclusiones citoplasmaticas similares a las que observamos en células Hela.
Pese a todo, es la Unica técnica que nos ha permitido ver, mediante microscopia del tejido
cervicovaginal, algo similar a las inclusiones citoplasmaticas tipicas de esta infeccidn.
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Figura 17. Imdgenes representativas de endocérvix infectado por Chlamydia trachomatis durante 6 dias, digerido y
sometido a un cytospin para llevar a cabo una inmunofluorescencia de las células resultantes. Azul: ntcleos celulares
marcados con DAPI. Rojo: inclusiones citoplasmadticas de clamidia marcadas con un anticuerpo monoclonal (CT602).

Finalmente, realizando una infeccion del tejido en las condiciones descritas
anteriormente, pero manteniéndolo en cultivo durante 14 dias antes de la digestidn,
conseguimos percibir un aumento en la frecuencia de células infectadas por citometria de flujo

(figura 18).
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Figura 18. Marcaje de tejido cervicovaginal (ectocérvix, columna izquierda; endocérvix, columna derecha) infectado por Chlamydia
trachomatis durante 6 dias (fila inferior) junto con sus correspondientes controles sin infectar (fila superior), utilizando un anticuerpo
monoclonal (CT602 conjugado a Alexa Fluor 647) para la deteccion de la bacteria. A la derecha se muestra la estrategia de gating en
estos andlisis, consistente en seleccionar las células positivas para CT602, descartar dobletes y células CD3* y quedarnos con las células
vivas.

No obstante, el porcentaje de uniones inespecificas del anticuerpo en las muestras no
infectadas es considerablemente elevado (32% en ectocérvix y 39,4% en endocérvix) por lo que,
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aun viendo un incremento neto del 12% en el endocérvix (el compartimento que se infecta de
forma casi exclusiva) cuando analizamos los tejidos infectados, no podemos estar del todo
seguros de que ese aumento se deba a uniones especificas, sobre todo teniendo en cuenta que
se trata de un Unico tejido, por lo que esta técnica todavia cuenta con un margen de mejora que
debemos explorar.

4.3. Efecto de los glicolipidos en la infeccién por Chlamydia trachomatis

Debido a las dificultades técnicas para detectar el grado de infeccion del tejido, valorar
el efecto de los glicolipidos en este modelo resultaria sumamente complicado y poco fiable. Por
ello, decidimos utilizar un modelo celular altamente relevante en esta investigacion como son
las células Hela, puesto que se trata de células epiteliales de cérvix humano. Asi, estas células
pueden infectarse facilmente con Chlamydia trachomatis, tal y como se ha demostrado en este
trabajo, y representan el modelo in vitro de mayor similitud al tejido que nos ocupa.

Como ya se ha comentado en la introduccién, el IFN-y es capaz de controlar la infeccién
por clamidia’?, por lo que lo primero que hicimos fue tratar de reproducir este fendmeno en
nuestros cultivos. Para ello, células Hela fueron incubadas con diferentes dosis de IFN-y antes
(una noche antes), durante y después de la infeccién con Chlamydia trachomatis, a fin de ver
una disminucién dosis-dependiente de la infeccidn y de identificar el momento en el que la
adicién de IFN-y resulta mas eficaz.
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Figura 19. Porcentaje de infeccion por clamidia en células HeLa expuestas a diferentes cantidades de IFN-y antes
(rojo), durante (verde) o después de la infeccion (azul). La linea negra muestra la tasa de infeccion de las mismas
células en ausencia de interferdn durante todo el proceso. Las barras de error representan el error estdndar de la
media (n=3). *p<0,05 para un andlisis multiple por ANOVA.

En la figura 19 se aprecia que a medida que disminuia la concentracién de IFN-y

aumentaba la tasa de infeccién por lo que, en nuestro modelo, esta citocina también era capaz
de limitar la infeccion de manera dosis-dependiente. Ademas, también se observa que se
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consiguid la mayor tasa de proteccion cuando se afiadié antes que la bacteria al medio de
cultivo, lo que tiene gran relevancia con vistas a una futura vacuna contra este patégeno: cuanta
mayor produccién de IFN-y sea capaz de generar dicha vacuna, mayor sera la tasa de proteccion
para el individuo. Este efecto protector del IFN-y antes de la inoculacion de la bacteria resulté
mas evidente a las concentraciones mas elevadas, ya que a medida que la concentracidn de esta
citocina disminuia, la tasa de infeccién de las células tendia a igualarse entre las tres condiciones,
acercandose a los valores registrados en ausencia total de interferdn.

Por dltimo, se estudio el efecto protector de sobrenadantes de tejido que habia sido
incubado con diferentes glicolipidos, procedente de los experimentos descritos en los apartados
anteriores. El objetivo era ver si la respuesta citocinica generada por los compuestos analizados
era suficiente para limitar la infeccidon por clamidia en células Hela. De esta forma, incubamos
células Hela durante toda una noche con sobrenadantes de tejido estimulado con los derivados
de la aGC, infectamos dichas células a la mafiana siguiente, y a las 48 horas analizamos su tasa
de infeccién mediante citometria de flujo. Los resultados de estos experimentos se muestran en
la figura 20.

Figura 20. Porcentaje de infeccién por
clamidia en células Hela expuestas,
durante la noche anterior a la
inoculacion de la  bacteria, a
sobrenadantes de tejido
cervicovaginal incubado con
diferentes glicolipidos. Las barras de
error representan la media y la
desviacion estdndar de los resultados
(n=2-8). La barra punteada indica el
valor de la media de infeccion en la

condicion  control.  El  andlisis

% de infeccion (CT602+)

20 estadistico mediante el test de

% a2 Wilcoxon no mostré diferencias
R & & 5 S & 2 significativas.

De nuevo, los resultados presentan una gran variabilidad entre si a excepcién de la
condicidn aGC sola, la cual es bastante consistente en las cuatro réplicas. Asi, se observa que la
tasa de infeccién media se mantiene mas o menos similar en la mayoria de condiciones, siendo
en todos los casos similar a la de la condicion control. Por lo demas, ninguno de los compuestos
de estudio parece tener un efecto protector consistente ante la infeccién, al menos en este
modelo, aunque se aprecia que existen dos grupos en algunas de las condiciones: uno en los que
la incubacidon con glicolipido disminuye el porcentaje de infeccion (ya que el tejido quizas ha
respondido al estimulo secretando factores protectores como IFN-y) y otro en el que esta
incubacidn parece favorecer la infeccidn (quiza en estos el glicolipido genera una respuesta que
potencia la infeccién o simplemente no genera ninguna respuesta). Esta variabilidad podria
deberse a diferencias en la frecuencia de células iINKT entre las donantes o a otros factores tales
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como la edad o el estado del ciclo menstrual (dos de las muestras con la mayor tasa de infeccion

se correspondian con las donantes de mayor edad, en estado menopausico).

5. Infeccion del tejido con VIH

Otro de los objetivos de la presente tesis era evaluar el papel de los derivados sintéticos

de la aGC durante la infeccion por VIH-1 del tejido cervicovaginal. Para cumplir este objetivo, lo

primero que hicimos fue establecer las condiciones dptimas de infeccion del tejido con este

patdgeno. En este caso, se estudiaron la dosis de virus necesaria para conseguir una infeccién

del tejido cuantificable (TCID) y la cinética de la infeccidn, analizada en base a la expresion de

p24 en las células del tejido. p24 es una proteina de la cdpside del virus que se utiliza de manera

habitual para establecer el nivel de infeccion de las células. En este trabajo, la presencia de dicha

proteina se estudié mediante tincidn intracelular y citometria de flujo. En la figura 21 se

representa una cinética de la produccién de este p24 en células T a dos dosis de virus. En ella

vemos que las mayores tasas de infeccidon se consiguen a 12 dias, y que entre los dias 7 y 12

existe una diferencia bastante considerable en cuanto a la frecuencia de p24, por lo que

inferimos que el grado de infeccion 6ptimo del tejido se consigue a partir del décimo dia de

infeccidn, y es necesario esperar hasta entonces para ver una infeccién consistente. En cuanto

a la dosis de virus necesaria, comprobamos que la dosis alta generaba una mayor tasa de

infeccidn, por lo que establecimos una dosis intermedia, con una TCIDs, de 3655, como la dosis

estandar para las infecciones ex vivo del tejido.
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Figura 21. Cinética de la expresion de p24 en células T de tejido cervicovaginal tras la infeccion ex vivo con una
dosis baja de virus VIH-1gq (fila superior, TCIDsp=2284) o una dosis alta del mismo (fila inferior, TCIDsp=18 275),

a 3,5, 7y 12 dias post-infeccion.
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5.1. Efecto de los glicolipidos en la infecciéon del tejido con VIH

Una vez establecida la infeccidn, estudiamos el efecto de la estimulacién con glicolipidos
en la infeccidon por VIH-1. Para ello, se incubaron ocho bloques de tejido cervicovaginal en
presencia de 100 ng/ml de glicolipido una noche antes, durante o al cabo de tres dias de la
infeccidn con una cepa Bal de VIH-1 (TCIDso = 3655). Estos cultivos se mantuvieron durante 10
dias, momento en el cual fueron digeridos y marcados para analizar mediante citometria de flujo
los niveles de p24 intracelular. Los resultados de estos experimentos se ilustran en la figura 22.
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En primer lugar, se aprecia que la tasa de infeccion variaba considerablemente de un
individuo a otro, lo que probablemente se deba a las diferentes susceptibilidades frente al VIH-
1 que presentan diferentes individuos (como por ejemplo, el estado o cantidad de las células
diana). En segundo lugar, se observé que el efecto de los glicolipidos diferia en funcion del
momento en que se afiadian al cultivo. Asi, cuando el tejido era incubado con estas moléculas
durante la noche anterior a la infeccion por VIH, parecian tener un efecto protector, ya que la
frecuencia de p24 en los linfocitos T CD4* disminuia en algunas de las muestras que habian
recibido glicolipido en comparacién con las que no habian sido estimuladas previamente, un
efecto que se observd mas claramente en los tejidos con las tasas mas altas de infeccion. Viendo
esta tendencia, es probable que, si aumentasemos la n del experimento y pudiéramos controlar
factores como la edad de la donante o su estado del ciclo menstrual, estas diferencias se hicieran
estadisticamente significativas. Por el contrario, el efecto de estos compuestos cuando se
afadieron durante la infeccion fue mas variable: en tres de las donantes la adicién de aGC causé
un aumento en la frecuencia de linfocitos infectados, y en dos de ellas se observé lo mismo con
HS161. Sin embargo, el resto de donantes mostraron el efecto contrario. Finalmente, la adicién
de los glicolipidos en el tercer dia post-infeccion mostré una tendencia hacia el aumento de la
tasa de infeccidén en los tejidos. La aGC aumenté la frecuencia de células infectadas en casi la
totalidad de donantes, al igual que HS161, aunque su efecto fue mas moderado. Ello podria
deberse a que estos compuestos representan un estimulo para el tejido, por lo que causarian
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una activacién de las células que lo componen, facilitando asi la diseminacion del virus y
aumentando la tasa de infeccion.

Por todo esto, seria interesante repetir este experimento en un mayor nimero de
donantes para confirmar las tendencias que aqui se muestran.
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Capitulo 2: Células T de memoria residentes (Trm) en el tejido cervical
como reservorios del VIH
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1. Antecedentes y objetivos

El principal obstaculo que existe a dia de hoy para la curacidn de la infeccidn por VIH son
los reservorios virales. Pese a que la terapia antirretroviral disminuye los niveles de carga viral
hasta hacerlos practicamente indetectables en sangre, el virus es capaz de establecer
reservorios latentes y de continuar replicdndose en los tejidos, permitiendo un rebote de la
viremia cuando se interrumpe el tratamiento®. En sangre, el virus se aprovecha de las células
de memoria del sistema inmunitario para constituir estos reservorios!®® %, ya que son células
con unas caracteristicas iddneas para su mantenimiento: larga vida, estado de reposo o
quiescencia y capacidad proliferativa homeostatica’. En tejido, las células T de memoria
residentes representan un candidato ideal para dicho cometido, ya que comparten varias de
estas caracteristicas. Ademas, su amplia distribucién en diferentes tejidos corporales supone un
interés anadido, ya que también se localizan en la puerta de entrada del virus: la mucosa. Por
ello, en este capitulo, nos centramos en estudiar su papel durante la infeccién por VIH en el
tracto genital femenino, ya que hasta ahora no ha sido descrito en profundidad.

2. Caracterizacion y fenotipado

El primer paso en este proyecto fue confirmar la presencia de este tipo celular en el
tejido cervicovaginal humano y estudiar sus caracteristicas fenotipicas. Para ello, digerimos el
ectocérvix y el endocérvix de varias donantes sanas con el fin de estudiar la distribucidn de esta
poblacién en la mucosa genital femenina, y fenotiparla en detalle. La estrategia de andlisis de
citometria que se aplicd en este caso puede verse en la figura 1.
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Las células Trm se caracterizan fundamentalmente por la expresion de CD69, cuya
frecuencia fue muy elevada en todas las muestras analizadas (en torno al 80%). Para confirmar
que estas células eran realmente células Tru, en primer lugar estudiamos una serie de
marcadores complementarios que ayudan a definir con exactitud este fenotipo®. Asi, en
consonancia con lo descrito en la literatura®®?, confirmamos que estas células expresaban
menores niveles de los factores de transcripcion Eomes, T-bet y Hobit en comparacién con sus
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homélogas CD69", asi como de S1PR1 (3,91% frente a un 3,29%) y CCR7 (figura 2), receptores de
moléculas que estimulan la migracién hacia los tejidos linfaticos. En contraposicidn, las CD69*
presentaron mayores niveles de CD49a y PD-1 (figura 2), dos proteinas fuertemente asociadas
al fenotipo Trm°. Asi, pudimos confirmar que la gran mayoria de las células T CD4* CD69* del
tracto genital femenino eran bona fide Tgrw.
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Figura 2. Frecuencia de diferentes proteinas de superficie y factores de transcripcion en células T CD4* CD69-
(blanco) y en T CD4* CD69* (negro, n=5-7). Las barras representan la mediana y las lineas, el rango
intercuartilico de los datos. El andlisis estadistico se realizé utilizando el test de Wilcoxon para comparar
ambos grupos. *p<0,05.

A continuacidn, pasamos a estudiar en detalle el fenotipo de estas células, segun el
analisis de citometria mostrado en la figura 3.
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Figura 3. Estrategia general de gating para el fenotipado de las células T CD4* obtenidas de tejido cervicovaginal
de donantes sanas. Basados en la estrategia mostrada en la figura 1, se seleccionaron los linfocitos (en rojo)
excluyendo las células muertas y CD19*. A continuacion, se seleccionaron las células T CD3*CD4* y, dentro de estas,
las CCR5*, para analizar tres poblaciones diferentes en base a su expresion de CD69 y CD32: las no-Tgy (amarillo),
las Trpm CD32- (naranja) y las Tryy CD32* (azul). Las células con alta expresion de CD32 (células B en su mayoria)
fueron excluidas del andlisis para evitar contaminaciones de otras poblaciones que no fueran la de interés.

Se sabe que la mayor parte de los individuos infectados por el VIH-1 lo estan por cepas
con tropismo R5, las cuales son mayoritarias en la transmisién via mucosa®®? y se valen del
correceptor CCRS para penetrar en las células diana. En nuestras muestras, la frecuencia de este
correceptor en los linfocitos T CD4* fue de un 45,8% en el ectocérvix y de un 41,9% en el
endocérvix (figura 4), y dentro de esta poblacidn, la frecuencia de las Trm presento valores muy
similares a los observados en el total de CD4* (figura 4). Por otro lado, recientemente se ha
asociado la expresién de CD32 en células T con un estado de transcripcién activa del virus!®, lo
gue podria tener también implicaciones en la susceptibilidad de estas células a la infeccién. Por
ello, pese a que su frecuencia dentro del tejido era considerablemente pequefia (figura 4), el
fenotipo de las células T CD4* CCR5* Tem CD32"* (que fueron mds abundantes en el ectocérvix que
en el endocérvix, p=0,031) también se estudié en detalle. Sin embargo, cabe destacar que
Unicamente se analizaron las células CD329™ para eliminar la posible contaminacidn de células
B (CD32"e"), tal y como se ha descrito recientemente® '*°, Para ello, tal y como se observa en
la figura 3, las células que expresaban altos niveles de este marcador fueron excluidas del
analisis.
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tejidos

Frecuencia (%)

Células T CD4*

100+

Dentro del analisis detallado del fenotipo de las Trm incluimos diferentes marcadores:
algunas integrinas asociadas candnicamente a esta poblacidon (como CD103 o al) en otros
y relacionadas también con el homing hacia la mucosa (04B7%%); receptores de
guimiocinas que modularian la migracién de estas células fuera del tejido (CCR7); algunos otros
correceptores del VIH-1 que les harian mas vulnerables frente al virus (CXCR4 y CXCR6); y
algunos receptores de interleucinas que les conferirian una longevidad y una capacidad de
proliferacién homeostatica imprescindibles para mantener el reservorio viral (CD122, CD127 y

49, 51

® Ectocérvix
O Endocérvix

Figura 4. Frecuencia de diferentes
poblaciones dentro de las células T CD4*en el
ectocérvix (negro, n=6) y endocérvix (blanco,
n=9). Las barras representan la mediana y las
lineas, el rango intercuartilico de los datos. EI
andlisis estadistico se realizd utilizando el
test de Wilcoxon para comparar ambos
grupos. *p<0,05.

CD132)%°, Los resultados de este amplio andlisis se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Frecuencia de expresion de diferentes proteinas de superficie dentro de tres poblaciones de células T CD4*
CCR5*, a saber: no-Try (amarillo), Tey CD32- (naranja) y Trv CD32* (azul). N=6 en ectocérvix y n=7-9 en endocérvix.
Las lineas representan la mediana y el rango intercuartilico de los datos. El andlisis estadistico se realizé utilizando el
test de Wilcoxon para comparar ambos grupos. *p<0,05; **p<0,01

En cuanto a las integrinas, observamos que en todos los casos estaban mas asociadas a
las Trm que a las no-Trm (CD69), tanto en ecto como en endocérvix. Ademds, la poblacién de Tgrm
CD32* presentaba incluso mayores niveles de todos estos marcadores, que en algunos casos
estan asociados también a una mayor susceptibilidad a la infeccidon (a4B7, figura 5 a-c)'¥’. Por
su parte, la expresién de CCR7 estaba mas asociada a las no-Tgm en ambos tejidos (figura 5 d),
tal y como se esperaba, indicando que las Tsm muestran una muy baja capacidad de
recirculacién. Los correceptores de VIH estudiados (CXCR4 y CXCR6) también presentaron
mayores niveles de expresion en las células Trm, y mdas aln en las que expresaban CD32,
confirmando que esta poblacién podria ser mas vulnerable a la infeccidn por diferentes cepas
de VIH-1 (figura 5 e, f). Por Ultimo, analizamos la expresién de diversos receptores de
interleucinas: CD122 (cadena B) y CD132 (cadena y) forman los receptores para la IL-2 y la IL-15,
mientras que la combinacién de CD127 (cadena a) y CD132 forma el receptor de la IL-7. De
nuevo, vimos que las Trm expresaban mayores niveles de todos estos marcadores,
especialmente las CD32" (figura 5 g-i). Sin embargo, los niveles de expresién de estas moléculas
fueron muy diferentes: mientras que CD122 y CD132 sélo se expresaban en una pequefia
poblacién de las Trw (CD32*), la expresidon de CD127 se observé en mas del 55% de las células
Trm, independientemente de su expresion de CD32. Esto confirmd que, tal y como se ha visto en
otros tejidos®?, la expresidn de esta cadena estd fuertemente asociada a las células de memoria
presentes en el tejido cervical.
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3. Infeccion ex vivo

Una vez confirmado que esta poblacion presentaba ciertos marcadores que
aumentaban su susceptibilidad a la infeccidn por VIH-1, pasamos a estudiar la infeccién ex vivo,
con el objetivo de comprobar si estas células se infectaban de manera preferencial. Para ello, el
tejido cervicovaginal se infectd en las mismas condiciones que se describieron en el capitulo 1,
con una cepa Bal a la misma TCIDso (3655). El tejido se mantuvo en cultivo durante 10-12 dias,
y posteriormente fue digerido para analizar el porcentaje de p24 intracelular en diferentes
poblaciones. En estos experimentos, se juntaron los bloques de tejido procedentes de ecto y
endocérvix para los andlisis. En la figura 6 se ilustra un andlisis tipo de la citometria de este
experimento, en el que los dos ultimos graficos de la linea inferior muestran un caso de tejido
infectado (deteccion de p24) y otro de tejido no infectado (ausencia de p24, control negativo).
Es importante aclarar que, durante la infeccién, la proteina accesoria viral Nef provoca una
disminucidn de la expresidon de CD4 en la membrana celular'®®, por lo que en estos analisis se
estudio la poblacién CD4*/", asegurandonos de excluir las células CD8".
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ejemplo de la expresion de p24 en tejido infectado y no infectado.

Los resultados de estas infecciones ex vivo demostraron que, en comparacién con el
total de CD4*, la fraccidn Trm estaba enriquecida en p24 (mediana de 7,3% en el total de CD4*
frente a mediana de casi un 14% en las Trum, figura 7). Ademas, comparadas con la fraccién no-
Trm, todas las poblaciones analizadas presentaron tasas significativamente mayores de p24
intracelular, indicativo de un mayor grado de infeccién. Por ultimo, al compararlas entre si,
observamos que la fraccion Trm CD32* presentaba aliin mayores niveles de p24 que las Trm Y las
Trm CD1037, ya que estas dos poblaciones mostraron niveles similares de infeccidn.
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g *k Figura 7. Frecuencia del antigeno p24 viral en el total
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Por otro lado, cuando estudiamos qué poblaciones habia dentro de las células
productivamente infectadas (aquellas positivas para p24) vimos que, en practicamente todos
los tejidos, mas del 50% eran células que expresaban CD69 (células Trwm, figura 8), por lo que de
nuevo confirmamos que esta poblacion se infectaba de forma preferencial por el virus (p=0,003).
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Para asegurarnos de que esta mayor abundancia de CD69 dentro de las células p24* no
era debida a un aumento de su expresién causado por el propio virus (ya que provoca una
activacion de las células del tejido), llevamos a cabo una cinética de la expresién de CD69 en
tejido infectado y no infectado durante 10 dias (figura 9). Ademas, para observar la posible
activacion que el virus podia estar causando en el tejido, también estudiamos la cinética de HLA-
DR en paralelo.

110



Control

VIH

Resultados

Dias post-infeccion

3 5 7 10

10* 4 CDB9High
84.1%

HLA-DR L HLA-DR o Sren HLA-DR s HLA-DR
2.70% e 0.49% = 0.30% e 0%

@ ‘03- D

| k| |

CD69- o q CD69- o d CDB9- o d CDB9-
23 23 w2l

7.68% f 33.8% L) 27.9% 20.4%

L ] e Ty Ty Ty T o o L ] Ty T o Ty T Ty T
0 VU: W‘ Iﬂﬂ o VDJ 104 VUS 0 VBE 104 105 0 VQ: VO‘ I(‘I5

10° 4 CD69High| 10° 4 CD69High| 10° 4 CD69High|

184
1 HLA-DR 1 HLA-DR 1 HLA-DR
53.9% 895 51.3% 5510 60.0% s
1041 |O"| 10‘1 10‘1
& 1 1 1
© ’
3 2
Yol
L k| 1 1 1
O o d CD69- ° ' CD69- A CD69- ' u CD69-
L ) 12.5% 0?4 34.5% 109 39.3% 107 27.1%
Y ]v T Lidid } L} rw .-“ Trp Ty Ty Ty Ty Ty g Py T | g Ty
0 103 |0‘ IO'.‘ 0 HJ3 10‘ 155 0 103 10‘ m” o 1OJ 10‘ |L'ﬂ
BV421 HLA-DR >

Figura 9. Frecuencia de HLA-DR y células CD69* o CD69 (a partir del total de células T CD4*") detectadas a 3, 5, 7y 10
dias de infeccion ex vivo de tejido cervicovaginal con una cepa VIH-1gq (TCIDso de 3655), utilizando citometria de flujo.
Los grdficos de la fila superior muestran el tejido control no infectado, mientras que en la inferior se ve el tejido
infectado a lo largo del tiempo.

Sorprendentemente, este experimento reveld que la frecuencia de CD69 en el tejido no
solo no aumento sino que disminuyd considerablemente durante el tiempo de infeccidn tanto
en el tejido infectado como en el control negativo, por lo que esta abundancia de CD69 entre
las células infectadas no puede explicarse por un efecto activador del virus. Asi, a diferencia de
lo que sucede en sangre, este marcador no es un indicativo del estado de activacion de las
células en el tejido, sino que realmente identifica a las células T de memoria residentes en el
mismo. Por otro lado, este experimento también reveld que la expresiéon de HLA-DR se mantuvo
relativamente estable a lo largo del tiempo en ambas condiciones. Ademas, en contraposicion a

193 'los niveles de expresién de este marcador en las células

lo que se ha descrito en sangre
productivamente infectadas del tejido fueron extremadamente bajos (<4% frente a >80%), lo
que sugiere que las dindmicas de activacidon que se observan en sangre no son comparables a lo

que sucede en el tejido

A continuacidn, quisimos comprobar que la mayor parte de las células infectadas por el
virus se mantenian en el tejido y se correspondian efectivamente con las células Trm. Para ello,
cultivamos tejido infectado durante 10 dias en un inserto de transwell, colocando medio R20
con 100 ng/ml de CCL19, CCL21 y 10 uM de S1P en la parte inferior, para observar qué células
migraban a este compartimento. En la figura 10 se muestra una imagen representativa de los
resultados de estos experimentos.
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Figura 10. Imdgenes representativas de la frecuencia del antigeno viral p24 (eje X) frente a CD127 (eje Y) en células CD8" de
sobrenadantes (izquierda) y sus tejidos correspondientes (derecha), tratados o no con 100 ng/ml de CCL19 y CCL21, y 10 uM
de S1P a dia 10 de infeccion. El resto de plots muestran la distribucion de las células CD69* (Tgy), CD69* CD103* Ty y CD69-
(non-Tgu) entre las células p24 positivas o negativas para cada condicion.

Por un lado, observamos que la gran mayoria de las células productivamente infectadas
(p24*) se localizaban en el tejido, tanto en presencia como en ausencia de quimiocinas (en torno
al 19% frente a <7%). Por otro lado, constatamos nuestra hipdtesis: la gran mayoria de células
p24* que identificamos en el tejido eran CD69* (Trm, >70%), mientras que en los sobrenadantes
analizados encontramos muy pocas células infectadas que expresasen este marcador.
Finalmente, también confirmamos que, tanto en presencia como en ausencia de quimiocinas,
las frecuencias de células CD69* en cada compartimento se mantuvieron mas o menos similares,
indicando que esta poblacidn no migra en respuesta a las quimiocinas afiadidas.

Por ultimo, una PCR cuantitativa de las Trm Y no-Trm infectadas reveld que las primeras
contaban con mdas moléculas de ADN viral por célula que las segundas, con una mediana de 2,15
moléculas de ADN viral por célula en las CD4* Tgw frente a la mediana de 0,88 moléculas que
presentaron las no-Trwm (figura 11), lo que de nuevo demostrd que estas células albergaban una
mayor cantidad de material viral, tanto proteico como genético.
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Por otro lado, al estudiar el papel de CD32 en estas infecciones ex vivo, comprobamos
gue, aunque la mayoria de células p24* eran CD32, la expresién de este marcador era
significativamente mas elevada en las células Try infectadas (CD69* p24*) en comparacion con
las no infectadas (CD69* p24°) (figura 12), lo que apoya nuestra hipdtesis de que estas células
son infectadas de manera preferencial por el virus.
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Ademads, en cuatro de las muestras analizadas el numero de células fue lo
suficientemente elevado como para purificar la fraccion Tgm CD32* y llevar a cabo una medida
de la cantidad de ADN proviral en dicha poblacién mediante una PCR cuantitativa. Este
experimento confirma los datos obtenidos mediante citometria de flujo, ya que observamos que
la cantidad de moléculas de ADN proviral por célula era mayor en las Tgm CD32" si las
comparabamos con las Tgm CD32 (figura 13), lo que reveld que la carga viral de esta poblacion
era superior tanto a nivel genético como proteico.
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Asi, se observé que, en el tejido cervicovaginal de mujeres sanas, las células de memoria
residentes CD4*, caracterizadas por la expresidon de CD69, representaban una diana preferente
para el VIH-1 en una infeccidn ex vivo, ya que presentaban mayores niveles de proteina y ADN
viral que las células CD69". Ademas, dentro de esta poblacidn, aquellas células que expresaban
también CD32 mostraban mayores tasas de infeccién, medidas en base a esos mismos
pardmetros, que sus homoélogas CD32’, por lo que podemos afirmar que, en esta poblacion
celular, CD32 es un marcador asociado a una mayor susceptibilidad al virus o a una infeccién
productiva, ya que podria upregularse una vez que las células se infectan.

4. Efecto del virus sobre las células Trm de mujeres VIH*

Una vez estudiado el efecto del virus en la infeccidn ex vivo de tejido cervicovaginal,
quisimos estudiar los efectos de este patdgeno sobre la poblacion de células T CD4* de memoria
residentes en el tejido cervical de mujeres VIH* tratadas. Para ello, realizamos un andlisis
mediante citometria de flujo de la frecuencia de diferentes poblaciones de células Trm en dicho
tejido. Dicho analisis se ilustra en la figura 14, donde se comparan las frecuencias de diferentes
poblaciones dentro del total de células CD45* en mujeres sanas y mujeres infectadas por el virus
y con carga viral indetectable.
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Figura 14. Frecuencia de células CD4*, Try, Tryv CD103*, Tryy CD32* y CD4* HLA-DR* en el total de linfocitos CD45*
en el tejido cervical de donantes no infectadas (verde, n=9) y pacientes VIH* (rojo, n=18). La linea central
representa la mediana; la caja, el rango entre los percentiles 25 y 75; y los bigotes, el rango total de los datos. El
andlisis estadistico se realizé utilizando el test de Mann-Whitney para las comparativas entre ambos grupos de
pacientes. *p<0,05; **p<0,01

Lo primero que observamos fue que, en consonancia con lo que se observa en sangre'®,
las mujeres VIH* contaban con una menor frecuencia de células CD4* que las mujeres sanas, y
dentro de esta fraccidn, la presencia de células Trm era también significativamente menor en las
mujeres infectadas. Este hecho puede deberse a que los linfocitos T CD4* son la diana principal
del virus, por lo que muchos de ellos mueren a consecuencia de sus efectos citopaticos. De
hecho, estos efectos también podrian ser los responsables de la menor frecuencia de células Trm
CD32* que observamos en los tejidos de donantes VIH* ya que, como se ha descrito en el
apartado anterior, esta poblacién parece ser infectada de forma preferente por el virus. Por otro
lado, tal y como ya se habia descrito en la literatura®®, las muestras de las pacientes VIH*
mostraron una mayor frecuencia de células HLA-DR®, lo que concuerda con el hecho de que se
trata de pacientes con una infeccién crénica en quienes la presencia del virus causa un estado
continuo de activacidon del sistema inmunitario especialmente en los tejidos, a pesar del
tratamiento eficaz. De hecho, al analizar las diferentes poblaciones de Trm de forma individual,
observamos que la frecuencia de HLA-DR fue superior en las pacientes VIH* en todos los casos
(figura 15).
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Figura 15. Expresion de HLA-DR en células Try, Trv CD103%, y no-Try del tejido cervical de donantes no infectadas
(verde, n=9) y pacientes VIH* (rojo, n=18). La linea central representa la mediana; la caja, el rango entre los
percentiles 25y 75; y los bigotes, el rango total de los datos. El andlisis estadistico se realizé utilizando el test de
Mann-Whitney para las comparativas entre ambos grupos de pacientes, mientras que para las comparativas
intra-grupales se utilizé el test de Friedman con la correccion posterior de Dunn para comparaciones multiples.
*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001

5. Reservorio en cérvix vs sangre: contribucion de cada subpoblacion

La mayor parte de los estudios del reservorio viral se han centrado en la sangre, los
tejidos linfaticos y el tejido gastrointestinal, mientras que otros tejidos relevantes tales como el
tracto genital no han sido estudiados en detalle. Este tejido representa la via de entrada principal
del virus en los contagios por via sexual, por lo que cabe esperar que sea uno de los primeros
tejidos en los que el virus establece sus reservorios. Debido a esto, a continuacién estudiamos
la distribucién del reservorio viral en algunas de las pacientes VIH* incluidas en los andlisis
anteriores, las cuales llevaban al menos un afo en tratamiento antirretroviral con carga
indetectable, siendo la mediana de afos en estado indetectable de 4,5 en nuestro grupo de
estudio. Para ello, en muestras obtenidas al mismo tiempo comparamos, mediante PCR
cuantitativa, la cantidad de ADN viral en el total de células CD4* (CD8’) de la sangre o del tejido
cervicovaginal de estas pacientes, para incluir en el andlisis todas aquellas células CD4* que
sufren una disminucidn de la expresidn de este marcador debido a la infeccidn viral.
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Tal y como se observa en la figura 16, este andlisis reveld que practicamente todas las
donantes presentaban mayor cantidad de ADN viral en el tejido cervical que en sangre,
confirmando que este tejido representa un reservorio viral que hasta ahora no habia sido
estudiado. De hecho, las células T CD4* de la sangre contenian entre 28 y 2027 copias de ADN
viral por millén de células T CD4* mientras que, en el tejido, esta misma poblacién presentaba
entre 2792 y 61 642 copias por milléon de células, lo que supone entre 4 y 200 veces mas cantidad
de material genético. Cabe destacar que el nimero de pacientes incluidas en estos andlisis fue
inferior al de los analisis fenotipicos anteriores debido a que el nimero de células recuperadas
mediante separacién por citometria de flujo fue muy variable, lo que limitd los experimentos de
PCR.

A continuacidn, analizamos la contribucion de las células Trw a este reservorio en el
cérvix (figura 17) y vimos que, en todas las muestras analizadas, practicamente la totalidad del
material genético viral se localizaba en esta poblaciéon. No obstante, este hecho también se
explica porque las células Trm son la poblacién mayoritaria dentro de este tejido, con lo que cabe
pensar que sean las contribuidoras principales al reservorio viral simplemente debido a su alta
frecuencia (ver Tabla anexa 3, Numero de células recuperadas en los experimentos de sorting).
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407 Figura 17. Contribucién de las células CD4* Ty

y no- Tgm al reservorio total de VIH en el tejido
20 cervicovaginal (n=8). Las barras y lineas
representan la mediana y el rango de los datos,
0- I%I‘ respectivamente. El andlisis estadistico se
T T realizé utilizando el test de Wilcoxon. *p<0,05
TRM no-TrRMm

Contribucién al reservorio
totalde VIH en cérvix
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Estos resultados contrastan con lo observado en sangre, donde la distribucién del

reservorio era mucho mds equitativa entre las diferentes poblaciones analizadas, sin un claro

protagonista (figura 18).
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Figura 18. Numero de moléculas de ADN viral
por millon de células CD4* en cuatro
poblaciones de células de sangre periférica de
pacientes VIH* (células T CD4*/- separadas en
base a su expresion de CD69, CD103 y CD32;
n=9). Las barras y lineas representan la
mediana 'y el rango de los datos,
respectivamente. El andlisis estadistico se
realizé utilizando el test de Friedman con la
correccion  posterior de Dunn para
comparaciones multiples.

Sin embargo, pese a que todas las poblaciones estudiadas presentaban cantidades

similares de ADN viral, la contribucidn de las mismas era claramente diferente, siendo las células

CD69°CD103°CD32" las que mayor peso tenian dentro de este reparto (figura 19). Este hecho se

explica porque, al igual que sucedia en el tejido cervical, la frecuencia de esta poblacién era
proporcionalmente muy superior a la de las otras tres (> 94% del total de CD4*/"), con lo que no
es de extrafiar que la mayor parte del material genético del virus se encontrase alojado en ella.
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Figura 19. Contribucion de las poblaciones analizadas

en la figura 18 al reservorio total de VIH en sangre

(n=9). Las barras y lineas representan la mediana y el

rango de los datos, respectivamente. El andlisis

estadistico se realizo utilizando el test de Friedman con

la correccion posterior de Dunn para comparaciones
multiples. *p<0,05; ****p<0,0001

Como conclusion, resulta relevante observar que, pese a mantener una carga viral

indetectable en sangre durante un periodo de tiempo superior a un afio, las mujeres VIH* aqui

analizadas presentaban ADN viral en diferentes poblaciones tanto de la sangre como del tejido

cervicovaginal, siendo este Ultimo un reservorio mucho mds significativo. Asi, la presente tesis
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muestra la relevancia de este tejido y, en especial, de las Trwm, €n la persistencia del VIH en el
organismo mediante el establecimiento de reservorios virales.

6. Las células CD4+/- Tgm contienen genomas intactos del VIH

Para terminar de redondear estos resultados, quisimos saber si el ADN viral encontrado
en estas poblaciones era capaz de generar nuevas particulas virales (ADN competente). Para
ello, en primer lugar hicimos un ensayo de cuantificacion del crecimiento viral (qQVOA) a partir
de 37 500 Trm obtenidas del cérvix de una paciente VIH*. Sin embargo, dicho nimero fue
insuficiente para detectar eventos positivos mediante este ensayo. Por ello, recurrimos a otra
técnica de mayor sensibilidad y gran similitud con el gVOA: el ensayo de ADN proviral intacto
(IPDA)L, Para estos experimentos utilizamos las células Trm obtenidas del cérvix de otras dos
pacientes VIH* que habian estado en TAR durante varios afios (210). Los resultados de este
experimento de PCR digital en gotas (digital droplet PCR) pueden verse en la figura 20. De forma
breve, pese a que fuimos capaces de detectar gotas con material genético del virus en ambas
pacientes, Unicamente en la muestra con un mayor nimero de células (>40 000 en la M30 frente
a 7 900 en la M33) fuimos capaces de encontrar genomas intactos (un 33% del total de gotas).
Asi, podemos concluir que hemos sido capaces de detectar material genético del virus del VIH
intacto y, por tanto, con mas probabilidad de ser competente, en tejido cervicovaginal de
pacientes viroldgicamente suprimidas y con varios afos en tratamiento antirretroviral, lo que
corrobora nuestra hipdtesis de que este tejido alberga reservorios del VIH.

100 BE Intacto Figura 20. Porcentaje de gotas positivas
50 mm delecion 3'/hipermutacion para.el VI.H en las muestras analizadas. Los
B delecién 5° provirus lr.njactos se corresp.o.ndefr’ con las.
gotas positivas para la amplificacion de Psi
e y env y se representan en naranja,
40 mientras que los provirus no intactos se
representan en azul
20 (delecion/hipermutacion en 3’, positivos
para Psi) o gris (delecién/hipermutacion en

0 5’, positivos para env).

M30 M33

7. Localizacion de células ARN-VIH* CD69+ en la mucosa cervicovaginal (RNA scope)

Por ultimo, estudiamos la localizacidn de estas células CD69* en el tejido cervical de
pacientes VIH* mediante inmunohistoquimica, combinando esta deteccidén con una técnica de
hibridacidn in situ (ISH) para determinar si dicho tejido contenia también células positivas para
ARN del VIH (ARNv*), lo que revelaria una transcripcién activa del virus. Para ello, se examinaron
muestras de seis mujeres en tratamiento antirretroviral y con carga viral indetectable en el
momento de obtencidn de la muestra, y de una mujer virémica sin tratamiento. Como era de
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esperar, en la mucosa cervical de la paciente virémica observamos células positivas para el ARN
viral, las cuales se localizaban tanto en la submucosa (casi el 75%) como en el epitelio (figura
21). Ademds, varias de estas células ARNv* co-expresaban CD69 tanto en el epitelio como en la
[dmina propia.

Virémica
CDG_9 HIV:1 Distribucion de las células ARNv*
AN A i #P1
A Ve s
Vi : - BT AR 8 (26.7%) 5
Ly ! e AR BN I (45.4%)
F RO ORI RS % : ‘. / 54.6%
N i ‘\f‘.- '\;_ SN ( )
: 3 1 '-‘. N : \‘_‘ :
& i b : = Epitelio == High CD69
§ - B Submucosa 1 Low CD69
v A - e
" : ’ b ¢ '
* »
5 ¢ ’: © -
.y Bd

Figura 21. Imdgenes representativas de la tincion de CD69 y ARN viral (ARNv*) en el cérvix de una paciente virémica VIH*. En
detalle (imdgenes inferiores, ampliacion de los recuadros blancos), se muestran células co-expresando ambos marcadores en el
epitelio (izquierda) y la submucosa (derecha) de la misma muestra. Las barras de escala representan 100 (arriba) y 20 (abajo)
um, respectivamente. El grdfico azul muestra la distribucion de las células ARNv* identificadas (n=15) entre el epitelio (azul claro)
y la submucosa (oscuro) de esta paciente. El grdfico marrén ilustra la proporcion de células ARNv* de la submucosa (n=11)
asociadas a regiones enriquecidas en CD69 (marrdn oscuro) o en otras regiones (marrdn claro).

Lo mas sorprendente fue descubrir que, en las muestras de pacientes virolégicamente
suprimidas, también encontramos células ARNv* que ademas expresaban CD69 en ambos
compartimentos (figura 22), con una distribucion similar a la observada en la paciente virémica.
Pese a que la cantidad de células ARNv* por milimetro cuadrado de tejido era menor en las
pacientes tratadas (0,059 células/mm? frente a 0,106 células/ mm?), resulta interesante
constatar que existe una transcripcion viral activa en los tejidos de estas mujeres pese a tener
una carga viral indetectable en sangre. Ademds, esta transcripcion estaba asociada tanto al
epitelio como a la expresion de CD69 en algunos casos vy, por tanto, a las células Trm.
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Paciente en TAR Distribucion de las células ARNv*
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Figura 22. Imdgenes representativas de la tincion de CD69 y ARN viral (ARNv*) en el cérvix de una paciente VIH* con carga viral
indetectable y en TAR. En detalle (imdgenes inferiores, ampliacion de los recuadros blancos), se muestran células co-expresando
ambos marcadores en el epitelio (izquierda) y la submucosa (derecha) de la misma muestra. Las barras de escala representan
100 (arriba) y 20 (abajo) um, respectivamente. Los grdficos de la derecha muestran las mismas proporciones que los de la figura
21, siendo en este caso 11 las células ARNv* detectadas en el cérvix (8 de ellas en la submucosa).
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El papel fundamental del sistema inmunitario es la proteccion del organismo frente a las
amenazas que puedan comprometer su integridad. Gran parte de estas amenazas se dan en
forma de agentes patdgenos externos como bacterias, hongos o virus, causantes de la totalidad
de las infecciones de transmisidn sexual (ITS) que se conocen. La manera mas eficaz de hacer
frente a estas infecciones es atacarlas en el mismo punto de entrada, es decir, en el tejido
genital, para evitar su diseminaciéon. Al igual que el resto de mucosas, el tracto genital cuenta
con una serie de poblaciones inmunitarias que residen alli con el fin de establecer una primera
linea de defensa. A dia de hoy, el conocimiento que tenemos acerca de la inmunidad de la
mucosa en el tracto genital femenino es bastante limitado, por lo que la presente tesis se centra
en estudiar el papel del sistema inmune frente a dos de las ITS con mayor prevalencia a dia de
hoy: el VIH y la clamidia. Para ello, hemos utilizado el explante cervicovaginal humano como
modelo en el que estudiar la respuesta inmune residente, ya que mantiene la integridad del
tejido y permite que las diferentes células que lo componen estén en contacto. Mediante este
modelo hemos estudiado la actividad de las células inmunitarias desde dos puntos de vista
diferentes pero relacionados entre si: por un lado, como agentes neutralizantes de la infeccién,
y por otro, como elementos que los patdégenos pueden utilizar para establecer una infeccién
cronica. En ambos casos, el objetivo final de estos estudios es generar conocimiento para poder
modular estas células y potenciar una respuesta eficaz que elimine definitivamente ambos
microorganismos e incluso impida la infeccién inicial.

1. Infeccion por Chlamydia trachomatis

En lo referente a Chlamydia trachomatis, se sabe que esta bacteria es capaz de infectar
tanto a hombres como a mujeres. Sin embargo, en mujeres, hasta el 80% de los casos se
desarrollan de manera asintomatica, de modo que la infeccién puede ascender hasta el tracto
genital superior y comprometer seriamente la fertilidad de la afectada, llegando incluso a causar
esterilidad®. Por ello, y teniendo en cuenta el creciente nimero de cepas resistentes a los
antibidticos de primera linea, la manera ideal de enfrentar este problema de salud publica seria
la vacunacién, pero a dia de hoy no existe una vacuna eficaz y segura que pueda ser ampliamente
administrada®®®. Una parte importante de esta vacuna son los adyuvantes, ya que éstos pueden
ayudar a dirigir la respuesta inmune generada hacia el perfil mas adecuado para hacer frente al
patédgeno en cuestidon. En el caso de Chlamydia trachomatis, el perfil deseado es el Thl,
caracterizado por la secrecion de grandes cantidades de IFN-y. En este sentido, en ratones, se
han estudiado diversas moléculas como potenciales adyuvantes para estas vacunas, todas ellas
orientadas a estimular el sistema inmunitario a través de las vias de los TLRs® 202 293 No
obstante, las diferencias que existen entre humanos y ratones implican que los avances
realizados en la proteccién frente a Chlymidia muridarum (la cepa que infecta de forma natural
a esta especie) no necesariamente puedan trasladarse a los humanos, por lo que se necesita
mas investigacién con modelos relevantes como el de nuestro explante cervicovaginal.

Por estos motivos, en la presente tesis nos hemos centrado en el estudio de adyuvantes
gue actlan a través de la molécula CD1d del complejo mayor de histocompatibilidad: los
glicolipidos. Esta estrategia cuenta con la ventaja de que, al estar CD1d tan conservado entre
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individuos?®, podria ser utilizado como adyuvante universal y eficaz en una muy elevada
proporcién de la poblacion. Asi, gracias a una colaboracién con el Dr. Llebaria, quimico del
Instituto de Quimica Avanzada de Catalufia, hemos podido estudiar la actividad de diversos
compuestos sintéticos desarrollados en su laboratorio y basados en la estructura de la a-
GalactosilCeramida (aGC), el compuesto de referencia en la via de presentacién antigénica del

CD1d.

1.1. Efecto de los glicolipidos sobre las células inmunitarias del tracto genital
femenino

El primer paso fue estudiar la capacidad de estos compuestos para inducir una secrecién
de citocinas, idealmente aquellas asociadas a un perfil tipo Th1. Por este motivo, nos centramos
fundamentalmente en cuantificar la secrecidn de IFN-y. Para ello, realizamos un cribado de entre
todos los compuestos disponibles mediante un co-cultivo de células Hela e iNKT primarias en
presencia de los diferentes candidatos. Estos experimentos, en combinacidn con los llevados a
cabo por nuestros colaboradores, permitieron descartar una serie de glicolipidos por su baja
capacidad de inducir esta secreciéon. A su vez, también mostraron que algunos de ellos
generaban una respuesta similar o incluso superior a la producida por la aGC, por lo que fueron
seleccionados para los experimentos posteriores. Cabe destacar que, en algunos casos, estas
respuestas fueron dispares entre los diferentes individuos y técnicas utilizadas, lo que podria
explicarse debido a la relativa variabilidad que presenta en humanos el TCR de las células iNKT,

responsable de la respuesta que se genera ante el antigeno presentado®,

Por otro lado, también determinamos la secrecién de citocinas caracteristicas de los
diferentes perfiles Th en esos mismos sobrenadantes, para tener una visidn mas global del
efecto de estos compuestos. Dichos anadlisis revelaron de nuevo una gran variabilidad entre
individuos, y sirvieron para confirmar la criba realizada en base a la secrecién de IFN-y. En
general, vimos que la concentracion de citocinas asociadas al perfil Thl (IFN-y, TNF-a e IL-12)
era considerablemente superior a la de las asociadas al perfil Th2 (IL-4, IL-13), lo que parece
indicar que todos estos compuestos tienden a generar respuestas con un caracter Thl mas
pronunciado. Por ultimo, las cantidades de IL-17A detectadas en estos ensayos fueron minimas
en comparacion con el resto de citocinas. Esta interleuquina es la principal representante del
perfil Th17, el cual tiene especial relevancia en la mucosa y en la eliminacién de la infeccion por
clamidia en ratones, donde se ha asociado a una respuesta protectora mas eficaz® %83, Aun asi,

205 por lo

el perfil Th17 también se ha asociado con patologias autoinmunitarias y dafio tisular
que estos niveles aparentemente bajos de IL-17A podrian ser suficientes para potenciar una
respuesta protectora frente a clamidia sin afectar a la integridad del tejido. En cualquier caso,
es importante tener en cuenta que estos resultados se obtuvieron a partir de células aisladas de

sangre, mientras que es en el tejido donde el perfil Th17 tiene mayor representacion.
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Una vez identificados los glicolipidos mas prometedores, estudiamos su efecto sobre el
tejido cervicovaginal. Para ello, el primer paso fue establecer la via de administracién mas
adecuada. Después de estudiar diferentes estrategias de distribucién, llegamos a la conclusidn
de que la opcidn mas eficaz era la atraccidon de las células de interés al medio de cultivo mediante
una quimiocina (CCL19, también conocida como MIP-3-B, reconocida por el receptor CCR7),
puesto que esto permitia superar los problemas de penetracidn de los compuestos en el tejido,
a la vez que fomentaba el contacto entre las células presentadoras de antigeno y las células
diana (iNKT). Esta estrategia fue la que nos permitié observar un efecto mas notorio en el tejido,
ya que observamos una mayor frecuencia de: células iNKT, células NK activadas (mayor
expresion de CD69) y células mieloides maduras con mayor expresion de CD40. Dichos
experimentos confirmaron que la adicién de aGC a bloques de tejido cervicovaginal en cultivo
tiene un efecto sobre las diferentes poblaciones que componen la inmunidad de la mucosa,
creando un estado de activacion y de maduracién que podria conllevar una respuesta efectora
mas robusta.

Tal y como previamente hicimos con células sanguineas, a continuacién estudiamos la
secreciéon de diferentes citocinas que estos glicolipidos inducian en las células de la mucosa
genital femenina. En comparacién con los resultados obtenidos a partir de células de la sangre,
las concentraciones de IFN-y que observamos aqui fueron varios 6rdenes menores, lo que puede
explicarse en base a que la frecuencia de células iNKT presentes en estos pequefios bloques de
tejido es muy baja (en torno a un 0,1% del total de células T*®°), y ello supone una limitacién
técnica en dicho modelo, mientras que en los experimentos con células HeLa ambos tipos
celulares se cultivaron en igualdad de nimero. Por esto, y debido a la baja reproducibilidad de
los resultados (que podria deberse, en parte, a cierta variacion interindividual en el TCR de las
iNKT debida a la region de complementariedad 3 (CDR3)B, que modula la afinidad del TCR por
el complejo CD1d-glicolipido®®®), es dificil extraer conclusiones fiables.

Por su parte, los niveles de TNF-a que observamos si que fueron de un orden similar a
los observados en los experimentos con iNKTs circulantes, lo que puede explicarse porque esta
es una citocina secretada por una gran cantidad de poblaciones inmunitarias y supone una de
las primeras lineas de actuacién en la gran mayoria de respuestas inmunes®. En base a estos
resultados, los glicolipidos HS161, YHS-01-45, YHS-01-46 fueron los que mayor actividad
presentaron, mientras que YHS-01-60, pese a generar cantidades significativas de IFN-y, apenas
indujo secrecion de TNF-a.

En relacidn con estos resultados, el estudio del efecto adyuvante que estos compuestos
inducen en las diferentes poblaciones inmunitarias de interés presentes en la mucosa cervical
(analizado en base a su fenotipo) no mostro diferencias significativas entre dichos compuestos .
Nuevamente, la variabilidad de resultados entre unos individuos y otros fue muy elevada, lo que
podria deberse a diferencias de edad y del estado del ciclo menstrual entre las donantes, ya que
se sabe que estos factores estan relacionados con cambios importantes a nivel hormonal, lo que
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a su vez influye en el sistema inmunitario** 1 207 Las células mieloides se ven especialmente
afectadas por estos factores, ya que en estudios anteriores con este mismo tejido hemos visto
que la frecuencia de las células CD11c*CD14" y su capacidad de responder frente a estimulos
externos depende del estado del ciclo menstrual de la donante, lo que incluye también la
menopausia'®.En este sentido, se ha descrito que tanto las células dendriticas como las células
Trv CD8* CD103* disminuyen en el cérvix con la edad?®, por lo que es posible que también
pierdan capacidad de respuesta frente a estimulos externos. En el caso que nos ocupa, las
donantes de estos experimentos se encontraban en estados muy diferentes entre si
(amenorrea, menopausia o fase proliferativa, entre otros), lo que sin duda influye en los
resultados. Por ultimo, conviene recordar que, en nuestros experimentos, las células mieloides
presentan una baja frecuencia (en torno a un 10-20% del total de células CD45*, en general) y
son menos viables en cultivo que el resto de poblaciones inmunitarias. Pese a todos estos
handicaps, la incubacién con HS161 y aGC mostré una tendencia a aumentar la expresion de
CD40 en las poblaciones mieloides analizadas, lo que indica un mayor estado de activacion y
maduracién.

Este efecto adyuvante también se analizé en diferentes poblaciones linfocitarias. Por un
lado, el estado de activacidon del total de linfocitos CD3 se estudié en base a su expresidon de
CD69 y HLA-DR pese a que, como se ha comentado, en el tejido, CD69 identifica
mayoritariamente a linfocitos T de memoria residentes (células Trm tanto CD4* como CDS8Y),
también puede ser un indicador de activacidn, de manera similar a HLA-DR. Asi, no observamos
que la incubacidn con estos compuestos genere una mayor activacion en general, si bien es
cierto que, en el caso de las iNKT, su baja frecuencia en comparacién con las células CD4*y CD8*
hace que su variacién quede diluida en el total de la poblacién. En consecuencia, al estudiar
estos marcadores en las iINKT de forma especifica, los resultados se ven muy afectados por su
bajo numero, por lo que es dificil evaluar el efecto de estos compuestos sobre esta poblacién.
De forma complementaria, también estudiamos la frecuencia de las iNKT tras la administraciéon
de los diferentes compuestos, ya que se ha descrito que la administracion de aGC induce una
expansién de esta poblacion?°® 2%, Sin embargo, no vimos ningun indicio de proliferacién, lo que
seguramente se deba a que las células necesiten mas de una noche para expandirse.

Por ultimo, tampoco se observaron diferencias significativas en el nivel de activacion de
las células NK, aunque cabe destacar que los niveles de expresidon de HLA-DR en esta poblacion
fueron muy inferiores a los de CD69, lo que probablemente se deba a que existen poblaciones
de células NK residentes en el tejido, caracterizadas también por la expresion de CD69, entre
otros'®’. En sangre, se ha descrito una pequefia poblacién de células NK que expresa bajos

niveles de HLA-DR (en torno al 4%), pero que presenta una potente actividad citolitica?!® 212,

por
lo que seria interesante analizar la expresién de perforina y granzima en estas células para ver
si se incrementa en respuesta a alguno de los compuestos de estudio, potenciando asi la
respuesta inmune. En cualquier caso, ninguno de los glicolipidos indujo una mayor activacién en
esta poblacion. Una posible explicacidn para este fendmeno es que las células implicadas (NK y

APC) no hayan podido entrar en contacto en el sobrenadante al tratarse de una placa de 12
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pocillos, con una gran superficie. Seria también interesante estudiar si el cultivo de estos
sobrenadantes en un volumen mas reducido y concentrado, como el de una placa de 96,
favoreceria el encuentro entre estas dos poblaciones y mostraria cambios en sus niveles de
activacion. Por ultimo, la adicién de combinaciones de diferentes citocinas también podria tener
un efecto sinérgico a la hora de atraer diferentes células al medio. Por ejemplo, se ha descrito
que CXCL10 atrae un mayor niumero de células NK*®°, por lo que podria tener un efecto similar
sobre las células iNKT.

1.2. Efecto de los glicolipidos en la infeccion por Chlamydia trachomatis

Una vez generado y titulado el stock infeccioso de esta bacteria, tratamos de infectar el
tejido con este patdégeno. Como ya se ha comentado en el apartado de Resultados, aun estamos
trabajando en establecer un método eficaz para cuantificar el grado de infeccion del tejido. Los
motivos que pueden estar detras de estas dificultades son varios y se detallan a continuacion.

1. Pese aqueyahemos probado variaciones en cuanto al tiempo de infecciéon o la cantidad
de indculo a afadir, es posible que las condiciones de infeccidén quizd no sean las mas
adecuadas, ya que existen otras variables tales como el pH, la composicion del medio
de cultivo (que podria incluir otros factores como el plasma seminal para facilitar la
infeccidon?®®) o la agitacion del tejido durante el proceso que no hemos explorado tan en
detalle. De la misma forma que la espinoculacién favorece la infeccién por VIH?, es
posible que la cepa con la que trabajamos necesite unas condiciones concretas que aun
no hemos sido capaces de establecer. En cualquier caso, también es importante tener
en cuenta la falta de literatura sobre este modelo, ya que la inmensa mayoria de
estudios acerca de la infeccidn por clamidia se han llevado a cabo en lineas celulares o
en ratdn, y no existen protocolos optimizados para la infeccion del tejido cervicovaginal
humano ex vivo.

2. Lacepa con la que trabajamos es una cepa “de laboratorio”. Es posible que después de
tantos pases en lineas celulares haya perdido parte de su infectividad original, no siendo
capaz de infectar el tejido cervicovaginal de forma eficiente. Por ello, una de las
estrategias que tenemos en mente para experimentos futuros es generar un nuevo
stock infeccioso a partir de un aislado clinico, el cual deberia mantener intacta su
infectividad.

3. Teniendo en cuenta estas variables, es posible que todos los métodos y estrategias que
hemos utilizado hasta ahora para cuantificar la infeccién no hayan sido exitosos
simplemente porque no hay una infeccion en el tejido. Asi, estariamos ante una
situacién similar a la del dilema del huevo y la gallina: éno somos capaces de detectar
infeccion porque las técnicas utilizadas no son lo suficientemente sensibles, o no
detectamos infeccion porque realmente no la hay, pese a que las técnicas utilizadas son
realmente adecuadas para este fin?
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Por todo ello, decidimos valorar la capacidad protectora de los glicolipidos frente a
Chlamydia trachomatis en un modelo in vitro relevante como son las células Hela. Pese a que
durante todo el trabajo nos hemos centrado en la secrecién de IFN-y como el principal indicador
de proteccion, es posible que existan otros factores que también confieran este efecto protector
(por ejemplo, en ratones se ha descrito que la sefializacién via IL-17 favorece la inmunizaciéon en
el tracto genital®® 8% #), por lo que decidimos probar los sobrenadantes de varios de los
glicolipidos estudiados, no solo los de los mas prometedores. Estos experimentos mostraron
que la aGC sola parece ser el estimulo con mayor capacidad protectora, mientras que la adicidn
de MIP-3-B disminuye este papel protector. Asi, vemos que ninguno de los compuestos
estudiados parece tener un efecto suficiente en la mucosa cervical para proteger frente a este
patdgeno. Este hecho puede deberse a una secrecidn insuficiente de IFN-y que se explicaria por
el bajo numero de las iNKT en las muestras de trabajo lo que, sumado a un delivery que podria
ser mejorado para llegar a un mayor nimero de las células implicadas en este proceso, impide
ver los resultados esperados. A este respecto, se ha descrito que la administracidn de células
dendriticas pulsadas con aGC promueve la proliferacién de las células iNKT y un aumento en la

secrecién de IFN-y en pacientes con cancer?®

, por lo que podria ser una buena estrategia para
inducir también un efecto adyuvante. De hecho, en ratones, se ha descrito que la administracion
de DCs pulsadas con aGCy antigenos proteicos a ratones induce una inmunizacién contra dichos

antigenos que involucra a las células iINKT?,

Se ha descrito ampliamente que la activacién de las células iNKT mediante glicolipidos
tiene un efecto protector frente a diversas enfermedades como la malaria®®, la hepatitis B'” o
la tuberculosis?'®. En el caso de clamidia, también se ha descrito la eficacia de esta estrategia
para generar una inmunizacion contra este patdgeno en el tracto genital de ratones®, por lo que
cabe pensar que estos descubrimientos puedan trasladarse a humanos. Pese a que el modelo
de explante cervicovaginal aporta informacidn relevante sobre la inmunidad de la mucosa, tiene
ciertas limitaciones como son el tamafio del tejido con el que se trabaja (que limita la cantidad
de células presentes, lo que en este caso nos afecta especialmente debido a la baja frecuencia
de las iNKT) o la falta de irrigacion que permita la llegada de otras poblaciones inmunes o la
migracion a tejido linfoide secundario. Por ello, considero que nuestro modelo es util y muy
relevante para estudiar la infeccidn de la mucosa genital femenina por clamidia, pero debemos
mejorar las estrategias de delivery para asegurar que los estimulos que afiadimos lleguen a las
células de interés y que éstas entren en contacto con las diferentes poblaciones que participan
en la respuesta inmunitaria.

Ademas, la utilizacién de compuestos derivados de la aGC como adyuvantes permite
que los resultados sean comparables entre especies, ya que el CD1d es una molécula altamente
conservada en humanos y ratones, a diferencia de los adyuvantes que se han orientado, por
ejemplo, a la activacién de la via de los TLR?'. En este sentido, la gran mayoria de estudios en
los que se evalla la eficacia como adyuvante de otros compuestos analogos a la aGC utiliza

modelos de raton®® 220

, por lo que también seria interesante administrar a ratones los
candidatos mas prometedores de nuestro estudio para ver si, en un modelo in vivo, la actividad
de estos compuestos se corresponde con los resultados obtenidos en los experimentos con

células primarias sanguineas.
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1.3. Efecto de los glicolipidos en la infeccion por VIH

Dadas las limitaciones del modelo de infeccidn con clamidia en el explante cervical,
decidimos determinar el valor de la activacion de las iNKT en otra de las infecciones de
transmisidn sexual con mayor tasa de prevalencia mundial: el VIH. En este caso, teniendo en
cuenta los resultados obtenidos previamente, solo estudiamos la actividad del HS161 debido a
la limitacién que supone la disponibilidad de tejido.

De nuevo, en estos experimentos vemos resultados dispares en cuanto a la eficacia de
HS161 a la hora de prevenir la infeccidn, por lo que con la n del experimento, es dificil extraer
conclusiones. Sin embargo, podemos ver que, en algunos casos, la administracién del glicolipido
antes o durante la infeccién con el virus muestra un cierto efecto protector, lo que se
corresponde con el efecto esperado de una molécula adyuvante. Experimentos en modelos de
ratdn ya han mostrado la eficacia de la aGC y derivados para potenciar la inmunogenicidad
frente al virus en vacunas de ADN?%% 221 en ambos casos mediada por CD1d y con participacion
de las iNKT. Asi, estos estudios mostraron un aumento en el nimero de células CD8*y en el titulo
de anticuerpos especificos contra el virus. En nuestro caso, la medida de p24 intracelular es una
medida menos exhaustiva para establecer el efecto adyuvante de estas moléculas, por lo que
también seria interesante probarlas en un modelo murino para poder llevar a cabo un anilisis
mdas completo de su actividad.

2. Células T de memoria residentes (Trm) en el tejido cervical como
reservorios del VIH

En esta segunda parte del trabajo hemos estudiado otra poblacién de células residentes
en el tejido cervical mas convencionales (células T CD4* de memoria residentes), las cuales
soportan principalmente la infeccién viral productiva y persistente (reservorios). Esta poblacion,
caracterizada fundamentalmente por la expresién de CD69, se ha descrito en varios tejidos
diferentes®, y nuestro andlisis revela ademas que, en el tracto genital femenino, esta
enriquecida en varios marcadores que tradicionalmente se han asociado a una mayor
susceptibilidad al VIH, asi como en otros marcadores que permiten una larga vida de estas
células en el tejido. Teniendo en cuenta que las células Trm suponen una alta proporcién de los
linfocitos T CD4* en un gran numero de tejidos*” °, estos resultados tienen un gran interés,
puesto que ponen de manifiesto la existencia de una subpoblacidn de linfocitos especialmente
susceptible a la infeccidn por VIH y ampliamente distribuida a lo largo del organismo, sobre todo
en las mucosas, que son la principal puerta de entrada del virus. De este modo, el andlisis
exhaustivo de la contribuciéon de esta poblacién al establecimiento de los reservorios virales
supone una prioridad.
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El fenotipado mediante citometria de flujo ha confirmado que la expresién de CD69 en
la mucosa cervical humana se asocia a la expresion de ciertos marcadores que identifican a las
bona fide Trw®®" 222, y lo que es mds importante: que, tanto en el ectocérvix como en el
endocérvix, esta poblacién expresa una serie de marcadores asociados a una mayor
susceptibilidad al VIH?2% 224 Asj, ya se habia descrito que las células T CD4* del cérvix de mujeres
VIH que expresan a4B7, a4B1 o el propio CD69 son dianas preferentes del virus VIH?23, Nuestro
estudio amplia estos descubrimientos, demostrando que la mayoria de células T CD4* CCR5*
pertenecen de hecho a la fraccién Tru y estan enriquecidas tanto en estas integrinas como en
correceptores del virus como son CXCR4 y CXCR62%,

Nuestro trabajo también demuestra que esta poblacién se infecta de manera
preferencial en el modelo ex vivo de explante cervicovaginal, ya que estas células presentan
mayores cantidades de ADN viral y se encuentran productivamente infectadas en mayor
proporcién que sus homdlogas CD69 (no-Trm), €n consonancia con los descubrimientos de
Cavrois y colaboradores, quienes predecian que, en amigdala, las células consideradas
precursoras de la infeccién por VIH tenian niveles de expresion similares a los de las células
infectadas 2?°. Este modelo de infeccidn ex vivo nos ha aportado diversas pruebas que respaldan
el importante papel de las células T CD4* CD69* del tejido cervical en la infeccién por VIH: la
infeccion preferente de esta poblacion una vez aislada mediante citometria de flujo, el
mantenimiento de los niveles de CD69 en la poblacion CD69" tras la infeccidn, la dindmica de la
expresion de HLA-DR y CD69 a lo largo de la infeccidn, los niveles de infeccidn observados en las
células Trm CD103* y la retencidon de la infecciéon productiva dentro del tejido incluso tras la
incubacién del mismo con S1P y CCR7. En conjunto, estas medidas sugieren que las células Tgm
CD4* CCR5" suponen dianas preferentes para el VIH en la mucosa cervical, y potencialmente, en

otras mucosas y tejidos linfoides periféricos donde estas células también se localizan??’.

Por otro lado, el modelo de explante también ha proporcionado resultados interesantes
respecto al papel de CD32 en la infeccidn por VIH. Aunque asociado inicialmente a las células

228 este marcador identifica en realidad a las células infectadas

latentemente infectadas
transcripcionalmente activas®®* 2%, En nuestros andlisis del tejido cervical encontramos que una
pequefia fraccidn de las Trm expresaban también este marcador, y que dicha poblacién estaba
incluso mas enriquecida en gran parte de las moléculas estudiadas en relacién a la
susceptibilidad al VIH. También observamos una mayor presencia de ADN viral en esta fraccion
y una mayor expresion de CD32 en las células productivamente infectadas respecto de las Tgm
no infectadas, a la vez que una mayor expresién de HLA-DR, tal y como recientemente se ha
publicado®3. En general, nuestros resultados parecen indicar que la expresién de CD32 por parte
de las células T CD4" identifica a una poblacidn altamente susceptible a la infeccidn por VIH, por
lo que seria interesante continuar estudiando esta fraccidn para conocer en detalle el papel de

CD32 en la patogenia del virus y el establecimiento de reservorios.

Cabe destacar que la presencia crdnica del VIH en el organismo afecta negativamente a
la poblaciéon de células CD4" Tgm de la mucosa cervical. El cérvix de pacientes en TAR
virolégicamente suprimidas presenta menores frecuencias de células CD4* y CD4* Trm del total
de linfocitos CD45* en comparacidon con las mujeres no infectadas, mientras que presenta
mayores niveles de expresion de HLA-DR.
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En ratones, la proteccion frente al herpesvirus se ha asociado a la presencia de células
CD4* Trm en el tracto genital®, las cuales se localizan en agrupaciones de linfocitos de memoria
generadas tras una infeccién por via vaginal®*. Del mismo modo, la presencia de estas
agrupaciones también se ha asociado con una proteccién frente a otros patégenos como
clamidia®®. Recientemente se ha descrito que, en la piel, estas poblaciones de diversas
especificidades no desaparecen para albergar a las nuevas células de memoria que se generen,
sino que todas ellas cohabitan en este tejido para mantener una vigilancia exhaustiva®°. Asi, las
infecciones consecutivas contribuyen a aumentar la cantidad total de células Tgm. Sin embargo,
como hemos visto, estas células son mas susceptibles a la infeccion por VIH, por lo que su
acumulacidn en vias de entrada del virus, como la mucosa cervical, podria facilitar la patogenia
del mismo. Asi, lo que supone una barrera de proteccidn frente a ciertos patdgenos resulta a su
vez una puerta de entrada para otros. En este sentido, el analisis de tejido cervical de pacientes
VIH* virolégicamente suprimidas reveld la presencia de agregados de células CD69* que podrian
corresponderse con estas acumulaciones de Tgrwm, las cuales contenian, a su vez, células
transcripcionalmente activas pese al tratamiento antirretroviral. De esta forma, las infecciones
de transmisidn sexual, tanto las ya superadas como las concomitantes, pueden suponer un
factor de riesgo que aumente la susceptibilidad al VIH y que incluso favorezca el establecimiento
de reservorios virales.

Por ultimo, pero no menos importante, independientemente del tiempo en supresién
viral, encontramos una gran cantidad de ADN viral en las Trm del tejido cervical de pacientes
VIH*, con unos valores similares a los descritos en biopsias de ileum?! y lavados
broncoalveolares?? de pacientes en TAR, y superiores a los valores encontrados en las células
sanguineas de esas mismas pacientes. Se estima que, de todo el ADN viral que se localiza en
sangre, entre el 2 y el 10% se encuentra intacto y es capaz de producir virus competentes®! 233,
por lo que la mayor parte de ese ADN es defectivo. Cuando analizamos el estado del ADN viral
en las células CD4* Trm cervicales mediante el método IPDA! también encontramos material
genético intacto (un 33% del total) en una de las dos pacientes analizadas. Cabe destacar que
esta técnica requiere un gran numero de células iniciales, lo que limita considerablemente el
numero de muestras validas para llevarla a cabo, por lo que es necesario analizar un mayor
numero de pacientes para confirmar que este tejido se encuentra enriquecido en ADN viral
intacto con respecto a la sangre. En cualquier caso, estos resultados parecen indicar que el tejido
cervicovaginal supone un reservorio de virus intactos y competentes que contribuyen al
mantenimiento de la viremia, responsable del estado general de inflamacién de las pacientes
VIH* crénicas.

En conclusidn, gracias a este trabajo hemos confirmado la existencia de un reservorio
del VIH en el tejido cervical humano, ya que hemos sido capaces de detectar tanto ADN como
ARN virales en la mucosa de pacientes VIH® con carga viral indetectable durante incluso 10 afios.
Ademas, nuestros resultados demuestran que las células T CD4" de memoria residentes en el
tracto genital femenino (Trm) son las que sostienen principalmente dicho reservorio, el cual no
habia sido estudiado en detalle hasta ahora. Esta poblacidn se encuentra enriquecida en ciertos
marcadores que aumentan considerablemente su susceptibilidad al VIH, lo que se ha
confirmado mediante experimentos de infeccion ex vivo, en los que hemos visto que, en
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comparacién con sus homdlogas CD69", esta fraccion presenta mayores tasas de infeccion
productiva. Ademas, el hecho de que estas células se acumulen en una de las puertas de entrada
del virus, como es la mucosa cervical, facilita a su vez la patogenia. Por ultimo, las muestras de
pacientes VIH* en TAR mostraron que las células CD4" Tgm son las que presentan mayores
cantidades de ADN viral en el tracto genital, lo que las identifica como los principales reservorios
virales dentro del compartimento de células T. Su amplia distribucion en los tejidos del
organismo pone de manifiesto que las futuras terapias dirigidas a erradicar los reservorios
virales deben hacer especial hincapié en eliminar el ADN que en ellas se esconde.

En los ultimos afios, el interés por las células Trm €n general ha ido en aumento. Trabajos
como el de Shin e Iwasaki®* han demostrado el potencial que tiene esta poblacién en novedosas
estrategias de vacunacién contra las ITS como la denominada “prime and pull”. Brevemente,
este método combina la generacién de una respuesta sistémica de células T especificas contra
el patégeno en cuestién con la atraccidn, mediante quimiocinas, de esas células a la mucosa
genital (la puerta de entrada del microbio), concentrando en dicho tejido una respuesta efectora
especifica que incluye, sobre todo, células Trm. Los experimentos llevados a cabo en ratén por
estas dos investigadoras han demostrado que dicha respuesta se mantiene incluso hasta 12
semanas después de la aplicacion local de quimiocinas, y resulta altamente eficaz para proteger
a los ratones de la infeccion por el virus del herpes simple tipo 2. Asi, esta estrategia podria
aplicarse frente a otras ITS virales como el VIH, por lo que todo el conocimiento generado acerca
de esta poblacidn sera de gran utilidad en el futuro.
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El tejido cervical alberga gran variedad de poblaciones inmunitarias en la
mucosa. Entre ellas se encuentran las células de memoria residente (Trm, las
mayoritarias) y diversas células T no convencionales en menor frecuencia,
incluyendo las células T natural killer invariantes (iNKT).

La distribucidn de las diversas poblaciones inmunitarias de células T analizadas
no presenta diferencias significativas entre el ectocérvix y el endocérvix.

La poblaciéon de células T CD4* CD69* con fenotipo de células de memoria
residente (Trm) estd enriquecida en proteinas de superficie asociadas a
longevidad y a una mayor susceptibilidad a la infeccién por VIH.

El modelo de explante cervicovaginal es un modelo valido para el estudio de la
respuesta inmunitaria frente a diferentes estimulos en esta mucosa.

El modelo de infeccidn ex vivo por Chlamydia trachomatis del explante cervical
ha resultado ser un modelo dificultoso, ya sea bien por una baja susceptibilidad
a la infeccidn, o bien por las técnicas de deteccion. Este modelo requiere de mas
estudios para su optimizacion.

El modelo de infeccidn ex vivo por VIH del explante cervical permite analizar los
efectos de dicha infeccion sobre la inmunidad de la mucosa cervicovaginal, asi
como la susceptibilidad de los diferentes tipos celulares residentes.

La activacion de las células iNKT de esta mucosa via glicolipidos no parece tener
un gran efecto protector frente a la infeccion por Chlamydia trachomatis,
aunque si tiene cierto efecto adyuvante.

La activacion de las células iNKT via HS161 o aGC podria limitar la infecciéon por
VIH en la mucosa si se administran antes o durante la infeccién por el virus. Su
valor como adyuvante en una estrategia profilactica frente al VIH deberia ser
evaluado en detalle en estudios futuros.
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9.

10.

11.

Ex vivo, las células Trm se infectan de forma preferente por el VIH, por lo que
podrian albergar los primeros reservorios.

En pacientes VIH*, esta poblacién supone un reservorio del VIH en la mucosa
genital femenina y alberga una mayor cantidad de material genético del virus
que las células sanguineas, el cual en alglin caso incluye genomas intactos en
gran proporcion.

Pese al tratamiento antirretroviral, es posible detectar ARN virico en el cérvix de
pacientes VIH* con carga viral indetectable durante varios afios. Estas pacientes
arrastran otros signos del efecto de la infeccidn crénica en este compartimento:
disminucion de la frecuencia de CD4* Trm e incremento generalizado de la
activacion de los linfocitos CD4* en cérvix. Dicho ARN se localiza, en algunos
casos, en regiones enriquecidas en la expresion de CD69 que incluyen el epitelio.
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Tabla anexa 1: Datos clinicos de las pacientes VIH* incluidas en
este estudio

Afos desde . Recuento Afos en
#Paciente  Analisis (Egz‘s’) diag:(:stico (f:z;%:s"/';fl') decpa  SUPTeSION  pagimen de TAR
del VIH (celulas/pl)  (raR)
MO1 Flow 51 3,41 <50 420 3 3TC+ABC+DTG
M02  ADN/Flow 52 27 <50 940 13,58 3TC+ABC+RAL
MO3  ADN/Flow 54 16,58 <50 1260 16 TAF+FTC+EVG/c
M04  ADN/Flow 26 4 <50 520 3,67 3TC+ABC+DTG
MO5  ADN/Flow 57 27 <50 1400 15,33 TDF+FTC+EVF
M11 Flow 44 13,16 <50 440 11,66 3TC+DRV/c
M15 Flow a8 29,50 <50 380 16,50 3TC+ABC+DTG
M16 Flow 49 30,50 <50 490 2,64 DRV/c+DTG
M17 Flow 47 26,58 <50 820 20,67 3TC+ABC+DTG
M18 Flow 63 19,54 <50 160 18,45 3TC+DTG
M19A Flow 51 31,50 <50 200 6,82 DRV/c+DTG
M20* ADN/Flow 53 29 <50 1257 1,46 ATV/r+3TC+ddI
M21 Flow 49 22,79 <50 850 14,66 3TC+ABC+NVP
M22  ADN/Flow 48 26,50 <50 850 2,55 3TC+ABC+DTG
M23*  ADN/Flow 46 23,46 <50 2850 2,09 3TC+DTG
M25  ADN/Flow 48 17,62 <50 1040 13,87 EVG/c+FTC+TAF
M26 Flow 44 26 <50 511 >15 3TC+ABC+DTG
M274 Flow 54 34,39 <50 1380 0,71 DRV/c+RPV
M28 ADN 54 20 <50 750 4,5 3TC+ABC+DTG
M30 IPDA 46 24 <50 3070 >10 3TC+DTG
M33 IPDA 39 15 <50 440 10 TDF+FTC+NVP
P1 ARN 34 9,5 = 128610 760 - UNTREATED
P2 ARN 30 3,42 <50 380 3,16  3TC+ABC+DRV+RTV
P3 ARN 49 4,25 <50 910 4 3TC+ABC+DTG
P4 ARN 49 0,5 <50 280-350 0,25 TAF+FTC+EVG/c
p5A ARN 47 24,16 <25 811 4 EFV+FTC+TDF
P6 ARN 51 11,25 <25 215 2 EFV+FTC+TDF+EFV
P7 ARN 46 20,16 <25 828 5,5 DRV

A Todas las infecciones fueron diagnosticadas como transmision heterosexual del VIH-1 excepto M19, M20, M23, M27 y P5,
quienes eran usuarias de drogas de administracion intravenosa. TDF, tenofovir disoproxil fumarato; FTC, emtricitabina; ETR,
etravirina; 3TC, lamivudina; ABC, abacavir; DTG, dolutegravir; RAL, raltegravir; TAF, tenofovir alafenamida fumarato; EVG/c,
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elvitegravir potenciado con cobicistato; EVF, efavirenz; NVP, nevirapina; DRV/c, darunavir potenciado con cobicistato; DRV,
darunavir; RTV, ritonavir; RPV, rilpivirina; ATV, atazanavir; ddl, didanosina.
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Tabla anexa 2: Anticuerpos utilizados

Antigeno

CD3
CD45

CD1lc
CD14
CD16
cD1d
CD3
CD45
HLA-DR
Va24-Ja18
TCRgd
TCR-Va7.2

CD3
Va24-Jal8

CDl11c
CD14
CD16

CD161
CD1d

CD3

CD40
CD45
CD69
HLA-DR
Va24-]al8

CD16
CD3
CD45
IFN-y
IL-10
IL-17
IL-4
Va24-Jal18
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Fluorocromo Clon
Pruebas supervivencia
PerCP SK7
Alexa Fluor 700 HI30
Fenotipo basal
PE-Cy7 B-ly6
V450 M@P9
BV786 3G8
PE CD1d42
eVolve 655 OKT3
Alexa Fluor 700 HI30
PerCP-Cy5.5 G46-6
APC 6B11
FiTC 11F2
APC-Vio770 REA179
Aislamiento de iNKTs
eVolve 655 OKT3
APC 6B11
Fenotipo adyuvante
PE-Cy7 B-ly6
V450 M@P9
BV786 3GS8
VioBright FITC REA631
PE CD1d42
SuperBright 645
/ eVolve 655 lsire
APC-Cy7 5C3
Alexa Fluor 700 HI30
PE-CF594 FN50
PerCP-Cy5.5 G46-6
APC 6B11
Tincion intracelular de citocinas
BV786 3GS8
PerCP UCHT-1
BV605 HI30
Alexa Fluor 700 B27
PE JES3-19F1
AF488 N49-653
PE-Cy7 8D4-8
APC 6B11

Casa comercial

BD Biosciences
BioLegend

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
eBioscience
BioLegend
BD Biosciences
BioLegend
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

eBioscience
BioLegend

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Miltenyi Biotec
BD Biosciences
Invitrogen /
eBioscience
BioLegend
BioLegend
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend

BD Biosciences
ImmunoTools
BD Biosciences
Invitrogen
BD Biosciences
BD Biosciences
eBioscience
BioLegend
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BioLegend
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BioLegend
BD Biosciences

BioLegend
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

Beckman Coulter

BioLegend

BD Biosciences

BD Biosciences
BioLegend
BD Biosciences

Chlamydia biobank

Beckman Coulter

BD Biosciences
BioLegend
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend
BioLegend
BD Biosciences

BD Biosciences

BioLegend
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher

CD103 FITC BER-ACTS8
CD14 APC-H7 MpP9
CD19 V500 HIB19
CD3 PerCP SK7
CD32 PE-Cy7 FUN-2
CD4 BV605 RPA-T4
CD45 Alexa Fluor 700 HI30
CD69 PE-CF594 FN50
CD8 APC RPA-TS8

HLA-DR Bv421 G46-6
p24 PE FH190-1-1

Infeccién de tejido con Chlamydia trachomatis

CD45 Alexa Fluor 700 HI30

Clamidia (MOMP
CT6§)2 ) - MADbG6ciii
HLA-DR Bv421 G46-6
Efecto de los glicolipidos en la infecciéon por VIH
CD3 PerCP SK7

CD45 FiTC HI30
CD8 APC RPA-TS8
p24 PE FH190-1-1

Fenotipado inicial de las células Trm
CD195/CCR5 APC-Cy7 2D7

CD103 FITC BER-ACTS8
CD19 V500 HIB19
CD3 PerCP SK7
CD4 BV605 RPA-T4
CD45 Alexa Fluor 700 HI30

CD49a (al) PE TS2/7

CD69 PE-CF594 FN50
Hobit AF647 S:ggi‘;/"l"
T-bet Bv421 4B10

Eomes PE-Cy7 WD1928

CD363/S1PR1 eFluor 660 SW4GYPP

Scientific
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Fenotipo detallado de las Trm (panel general)

CD195/CCR5 APC-Cy7 2D7 BD Biosciences
CDh14 V450 M@P9 BD Biosciences
CD163 BV786 GHI/61 BD Biosciences
CD19 V500 HIB19 BD Biosciences

CD3 SuperBright 645 OKT3 Invitrogen
CD3 eVolve 655 OKT3 eBioscience
CD32 PE-Cy7 FUN-2 BioLegend
CD4 BV605 RPA-T4 BD Biosciences
CD45 Alexa Fluor 700 HI30 BioLegend
CD69 PE-CF594 FN50 BD Biosciences
HLA-DR PerCP-Cy5.5 G46-6 BD Biosciences
Panel especifico 1
CCR7 PE 3D12 BD Biosciences
CD103 FITC BER-ACT8 BioLegend
CXCR6 APC 56811 R&D Systems
Panel especifico 2
B7 APC FIB504 BD Biosciences
CD49a (al) PE TS2/7 BioLegend
CD49d (a4) FITC 9F10 BD Biosciences
Panel especifico 3
CCR2 PE 48607 R&D Systems
CD184 APC 12G5 BD Biosciences
CXCR3 FITC GO025H7 BioLegend
Panel especifico 4
CD122 APC TU27 BioLegend
CD127 (IL-7Ra) FITC A019D5 BioLegend
CD132 PE VI C-89 BioLegend
Migracion de células infectadas por VIH (transwell)
CD103 FITC BER-ACTS8 BioLegend
CD127 (IL-7Ra) BV605 A019D5 BioLegend
CD19 V500 HIB19 BD Biosciences
CD3 PerCP SK7 BD Biosciences
CD32 PE-Cy7 FUN-2 BioLegend
CD49a (al) APC-Vio770 REA1106 Miltenyi
CD45 Alexa Fluor 700 HI30 BioLegend
CD69 PE-CF594 FN50 BD Biosciences
CD8 APC RPA-T8 BD Biosciences
HLA-DR Bv421 G46-6 BD Biosciences
p24 PE FH190-1-1 Beckman Coulter
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Antigeno Fluorocromo Clon Casa comercial
Marcaje de pacientes VIH*

CD103 FITC BER-ACTS BioLegend
CD14 APC-H7 M@P9 BD Biosciences
CD19 V500 HIB19 BD Biosciences
CD3 PerCP SK7 BD Biosciences
CD32 PE-Cy7 FUN-2 BioLegend
CDh4 BV605 RPA-T4 BD Biosciences
CD45 Alexa Fluor 700 HI30 BioLegend
CD69 PE-CF594 FN50 BD Biosciences
CD8 APC RPA-TS8 BD Biosciences

HLA-DR Bv421 G46-6 BD Biosciences

Antigeno Fluorocromo Clon, especie Casa comercial Dilucion
LPS Chlamydia FiTC Policlonal, goat Merck Millipore 1/200
Clamidia (MOMP) ) MAbG6ciii, L
CT602 mouse Chlamydia biobank ;5
Donkey anti mouse Jackson
IgG (H+L) weE A E27 Immunoresearch 1/1000
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Tabla anexa 3: Numero de células recuperadas en los
experimentos de sorting

(o[TIET N §

#Paciente cer\zzgles cel\:-\(:i-c.:r:IMes i:al; 49:23235 sac:::lliise:s s::;ut:?nse:s s:::;uulianse:s
CD103" CD4*CD69* CD4*CD103* CD4*'CD32*

MO02 1816 218 508 573 8731 2588 8644
MO03 532 85 500 000 6894 3700 7055
MO04 556 618 500 000 75 102 25 736 81 149
MO5 2110 777 500 000 75 514 25 537 171 805
M20 7928 4243 500 000 57 893 7289 2250
M22 4867 804 500 000 62,340 6873 8184
M23 3362 1605 500 000 51 051 19 058 10 513
M25 3664 492 500 000 170 765 22 306 23 033
M28 21917 5244 500 000 26 271 7828 18 883
M30 40 303 5893 ND ND ND ND
M33 7900 820 ND ND ND ND

ND: no disponible
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