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Resum

La pobra recuperacié immunologica que té lloc en una proporcié d’individus VIH*
després d’iniciar TARGA s’ha associat a un perfil de maduracié cel-lular alterat, un
estat elevat d’inflamacid, senescéncia accelerada i hiperactivacié immunologica, pero
es desconeix I'impacte que totes aquestes alteracions tenen en la recuperacio de la
funcionalitat del compartiment de limfocits T. En I'estudi dels mecanismes que poden
associar-se a la resposta immunodiscordant s’ha descrit que la infeccié per CMV
contribueix a I'increment de l'activacié immunoldgica, perd es desconeix el paper que
té la resposta CMV-especifica en les alteracions immunoldgiques d’individus
immunodiscordants. A més, donat que I'apoptosi en cél-lules T CD4 esta altament
associada amb una pobra recuperacié immunologica, el procés d’autofagia, associat a
resposta inflamatoria i a mort cel-lular, podria estar també involucrat en la resposta
immunodiscordant. Per aix0, els objectius d’aquesta tesi van ser determinar (i) el nivell
funcional del compartiment T CD4 i CDS8, (ii) la resposta immunitaria, cel-lular i humoral
contra CMV i (iii) la capacitat de les cél-lules T CD4 d’activar autofagia en un grup
d’individus VIH* virologicament suprimits per TARGA i amb resposta immunologica
favorable o no favorable. Els nostres resultats mostren que els individus
immunodiscordants mantenen la funcionalitat cel-lular policlonal i virus-especifica en
comparacié amb individus immunoconcordants o amb poblacié6 VIH-negativa. Els
individus immunodiscordants presenten una major resposta cel-lular i humoral CMV-
especifica que estaria impulsada per reactivacions asimptomatiques repetides al llarg
del temps. S’ha observat també una autofagia disminuida en cél-lules T CD4
d’individus immunodiscordants que podria estar contribuint a I'estat d’activacio i
inflamacié elevat d’aquests individus. Aixi, els nostres resultats mostren en conjunt que
el individus immunodiscordants, malgrat presentar alteracions immunoldgiques, tenen
una diversitat funcional conservada. L’estat d’hiperactivacié observat en individus
immunodiscordants, a més, podria estar associat a un major nombre de reactivacions
de CMV i una menor autofagia al compartiment T CD4, que a la vegada conduiria a
una elevada resposta immunitaria CMV-especifica, contribuint al perfil de maduracio

alterat i el major risc de progressio clinica observada en aquest grup.



Abstract

Poor immune recovery after HAART observed in a proportion of HIV* individuals has
been associated with an altered cell maturation profile, elevated inflammation,
accelerated senescence and immune hyperactivation. However, the impact that all of
these alterations have on the T-cell functionality is unknown. Beside other mechanisms
associated with the immunodiscordant response, it has been described that CMV
infection contributes to an increased immune activation, although the role of the CMV-
specific response among other immunological alterations related to immunodiscordant
individuals is unknown. In addition, since apoptosis in CD4 T cells is highly associated
with poor immune recovery, the autophagy process, which is involved in inflammation
and cell death, may also contribute to the immunodiscordant response. Therefore, the
objectives of this thesis were to determine (i) the functional level of the CD4 and CD8
T-cell compartments, (ii) the cellular and humoral immune response against CMV and
(iii) the ability of CD4 T cells to activate autophagy in a group of virologically
suppressed treated HIV* individuals with favorable or unfavorable immune response.
Our results show that immunodiscordant individuals maintain polyclonal and virus-
specific cellular functionality as compared to immunoconcordant individuals or HIV-
negative populations. Immunodiscordant individuals have a greater cellular and
humoral CMV-specific response that would be driven by repeated asymptomatic
reactivations over time. Decreased autophagy has also been observed in CD4 T cells
from immunodiscordant individuals, and this fact may be contributing to the high
activation and inflammation status of these individuals. Our results show that
immunodiscordant individuals exhibit a conserved functional diversity and that the
hyperactivation state observed in these individuals could be associated with a greater
number of CMV reactivations and impaired autophagy in CD4 T cells, leading to a high
CMV-specific immune response and driving the altered maturation profile and the

increased risk of clinical progression observed in this group.



Resumen

La pobre recuperacion inmunolégica que se da en una proporcion de individuos VIH*
después de iniciar TARGA se ha asociado a un perfil de maduracién celular alterado,
un estado elevado de inflamaciéon, senescencia acelerada y hiperactivacion
immunolodgica; pero se desconoce el impacto que todas estas alteraciones tienen en la
recuperacion de la funcionalidad del compartimento de linfocitos T. En el estudio de
los mecanismos que se asocian a la respuesta inmunodiscordante se ha descrito que
la infeccion por CMV contribuye al incremento de la activacién inmunoloégica, pero se
desconoce el papel que tiene la respuesta CMV-especifica en las alteraciones
inmunolégicas de estos individuos. Ademas, dado que la apoptosis en células T CD4
esta altamente asociada con una pobre recuperacion inmune, el proceso de autofagia,
asociado a inflamacion y muerte celular, podria estar también involucrado en la
respuesta inmunodiscordante. Por ello, los objetivos de esta tesis fueron determinar (i)
el nivel funcional del compartimento T CD4 y CDS8, (ii) la respuesta inmune celular y
humoral contra CMV vy (iii) la capacidad de las células T CD4 de activar autofagia en
un grupo de individuos VIH* en TARGA vy viroldogicamente suprimidos con respuesta
inmunolégica favorable o no favorable. Nuestros resultados muestran que los
individuos inmunodiscordantes mantienen la funcionalidad celular policlonal y virus-
especifica en comparacion con individuos inmunoconcordantes o poblacion VIH-
negativa. Los individuos inmunodiscordantes presentan una mayor respuesta celular y
humoral CMV-especifica que estaria impulsada por reactivaciones asintomaticas
repetidas a lo largo del tiempo. Se ha observado también una autofagia disminuida en
células T CD4 de individuos inmunodiscordantes que podria estar contribuyendo al
estado de activacion y inflamacion elevado de estos individuos. Nuestros resultados
muestran en conjunto que los individuos inmunodiscordantes presentan una diversidad
funcional conservada y que el estado de hiperactivacién observado en estos
individuos, podria estar asociado a un mayor numero de reactivaciones de CMV y una
menor autofagia en el compartimento T CD4, que a su vez conduciria a una elevada
respuesta inmunitaria CMV-especifica, contribuyendo al perfil de maduracion alterado

y el mayor riesgo de progresion clinica observada en este grupo.






Abreviacions

ADN Acid desoxiribonucleic

APC Cél-lula presentadora d’antigen (Antigen Presenting Cell)
ARN Acid ribonucleic

Atg Gen relacionat amb autofagia (Autophagy-related Genes)
ATG Proteina relacionada amb autofagia

CMV Citomegalovirus

CLP Precursor limfoide comu (Common Lymphoid Precursor)
CTL Limfocit T citotoxic (Cytotoxic Lymphocyte)

Ccv Carrega viral

DC Cél-lula dendritica (Dendritic Cell)

EBV Virus Epstein-Barr

GALT Teixit limfoide associat a mucosa gastro-intestinal (Gut Associated

Lymphoid Tissue)

HSC Cél-lula mare hematopoética (Hematopoietic Stem Cell)

Ig Immunoglobulina

IFN- vy Interfer6 gamma

IL-2 Interleuquina 2

LC3 Cadena lleugera 3 de la proteina 1A/1B associada a microtubuls.

(Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3)

LPS Lipopolisacarid

MHC Complex Major d’Histocompatibilitat (Major Histocompatibility Complex)
NK Cél-lula assassina natural (Natural Killer)

PD-1 Receptor de Mort programada 1 (Program Cell Death 1)

ROS Espécies reactives de I'oxigen (Reactive Oxigen Species)

sCD14 CD14 soluble

TAR Tractament antiretroviral

TARGA Tractament antiretroviral de gran activitat

TCR Receptor de cél-lula T (T-cell Receptor)

TEC Cél-lula timica epitelial ( Thymic Epithelial Cell)



TLR Receptor de tipus Toll (Toll-like Receptor)
TNF-a Factor de necrosi tumoral (Tumor Necrosis Factor)
VHC Virus de I'hepatitis C

VIH Virus de la immunodeficiéncia humana
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Introduccié - El sistema immunitari

1. El sistema immunitari

El sistema immunoldgic esta format per molécules, cél-lules, teixits i organs que en
conjunt tenen la funcié6 de protegir I'organisme en front d’agressions externes o
internes. Els diferents tipus cel-lulars del sistema immunitari es generen a la medul-la
ossia, des d’'on maduraran i migraran per la sang fins ser reclutats pel teixit afectat, on
actuaran com a cel-lules efectores i eliminaran I'organisme invasor (parasits, fongs,

bacteris o virus) (1).

1.1. Resposta immunitaria innata i adaptativa

La defensa del sistema immunitari en front els patdgens es pot dividir en dos tipus de
resposta: la resposta innata i 'adaptativa, implicades en la coordinacié de la resposta
immunitaria global i en el manteniment de I’homeostasi cel-lular.

La resposta innata és essencial en la iniciacid i posterior coordinacié de la resposta
adaptativa, a I'hora que participa en leliminacié de patdogens intracel-lulars i
extracel-lulars. Els principals elements de la resposta innata inclouen barreres
anatomiques (cel-lules epitelials), factors solubles (com el complement, citocines o
péptids antimicrobians i defensines), factors cel-lulars (factors de restriccid) i una
diversitat de cél-lules incloent cél-lules assassines naturals (NKs), granulocits i cél-lules
fagocitiques, com cél-lules dendritiques (DCs) i macrofags. L’activacio de la resposta
innata és rapida i va acompanyada de l'alliberacié de factors solubles que inicien la
resposta contra patdgens en mucoses i teixits, permetent la seva eliminacio i contencié
fins que es genera la resposta immunitaria adaptativa (2). Aixi doncs, la resposta
immunitaria innata limita la disseminacioé de patdogens, indueix respostes inflamatories
locals, evita I'establiment de la infeccid i elimina residus patogeénics.

La resposta adaptativa, antigen-especifica, necessita diversos dies o setmanes fins
a ser protectora. Els components de la resposta immunitaria adaptativa son els
limfocits B (responsables de la resposta immunitaria humoral) i els limfocits T
(responsables de la resposta immunitaria mitjancada per cel-lules). En el cas dels

limfocits T, la induccié de la resposta adaptativa s'inicia al teixit infectat, on les DCs
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immadures fagociten el patogen, activant-se i migrant seguidament a teixits limfoides
periferics, on presentaran l'antigen a limfocits T. L’activacié de les cél-lules B es
produeix mitjangcant la unidé directa de l'antigen al receptor de cél-lula B i pot ser
dependent o independent de céllules T. Per tal de generar un numero suficient de
limfocits antigen-especifics efectors que puguin combatre les infeccions de
'organisme, un limfocit amb una especificitat determinada ha d’activar-se i proliferar
abans d’assolir la diferenciaci6 final. Aquest procés es coneix com expansié clonal, i
és caracteristic de totes les respostes immunitaries adaptatives. Els limfocits B activats
es diferencien en cél-lules plasmatiques i secreten anticossos especifics d’antigen. Les
cél-lules T activades es converteixen en cél-lules efectores, amb capacitat d’eliminar
cél-lules infectades o activar altres cél-lules dels sistema immunitari. Les cél-lules
efectores posseeixen un temps de vida limitat i, tot i que de forma general moren per
apoptosi una vegada eliminat I'antigen, algunes romanen com a cél-lules memoria
circulants, constituint la memoria immunologica. Aquestes cél-lules memoria
garanteixen una resposta més rapida i efectiva en posteriors re-trobaments amb
patdgens, facilitant per tant una immunitat protectora a llarg termini (1).

Les cél-lules de la resposta innata i adaptativa, aixi com altres tipus cel-lulars (cél-lules
estromals), secreten citocines que soén importants mediadors de la resposta
immunitaria i que coordinen moltes de les seves funcions propies. Les citocines sén
proteines similars a les hormones, les quals faciliten la comunicacié entre les cél-lules
immunitaries i juguen un paper integral en la iniciacio, perpetuacio, i el descens de la
funcio efectora de la resposta immunitaria (3). D’aquesta forma, les citocines participen

en els processos inflamatoris i en la diferenciacio i maduracio cel-lular.

1.2. Diferenciacio de cél-lules B

El desenvolupament dels limfocits B té lloc a la medulla 0ssia amb el procés
sequencial de re-ordenament d’'immunoglobulines (Ig) (4). Les cél-lules B poden
generar cinc isotips principals d’immunoglobulines: IgM, IgD, 1gG, IgE i IgA (5). La
resposta immunitaria humoral s’inicia amb la secreci6 d’'IgMs, les quals presenten una

afinitat baixa perd una especialitzacié alta, sent les primeres en contactar amb
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'antigen, perd rapidament progressa a la produccid d’altres isotips, donant pas a
immunoglobulines d’afinitat més elevada (IgG). Les IgMs es troben confinades
principalment en sang. Les IgGs es troben principalment en sang i fluid extracel-lular,
on poden neutralitzar toxines, virus i bacteris, que opsonitzen perqué puguin ser
fagocitats i activar el sistema del complement. Les IgA sén abundants en secrecions
mucoses d’epiteli intestinal i respiratori i les IgE es troben en nivells molt baixos en

sang units a la superficie de mastocits (1).

1.3. Diferenciacio de cél-lules T

La poblacié de limfocits T juga un paper clau en la resposta immunitaria en front
infeccions i cancer. Tot i que el compartiment T és molt ampli i heterogeni, s’han
descrit diversos estadis de diferenciacié basats en la funcionalitat i I'expressié de
diferents marcadors de superficie com CD45RA o CD45R0O, CCR7, CD62, CD95,
CD27 i CD28, que juntament amb la llargada relativa dels telomers i I'expressio de
receptors intracel-lulars proporcionen informacié de I'estat de maduracié de la cél-lula
(6,7). A nivell funcional, de forma general, s’assumeix que les cél-lules CCR7* es
caracteritzen per la secrecié d’IL-2 i la inhabilitat de secretar IFN-y i, contrariament, les
cél-lules CCR7- es caracteritzen funcionalment per la secrecié d’IFN-y (8). Tot i aixi,
diversos estudis han descrit la capacitat de produir IFN-y per part de cél-lules CCR7*
(9-11).

El linatge de cél-lules T deriva de cél-lules mare hematopoétiques (HSCs) de la
medul-la Ossia, les quals migren a timus per completar la seva maduracié: timocits
immadurs CD4-CD8- maduren a CD4* o CD8* per seleccio positiva i negativa, adquirint
la capacitat de reconéixer antigens no propis. Aquestes cél-lules apareixen en periféria
com a emigrants timics recents que encara no s’han trobat amb antigen i passen a
formar part dels limfocits T naive (Tn) que romanen en sang durant la vida adulta
reduint-se amb I'edat degut a 'acumulacié d’episodis d’estimulacioé antigénica. La unio
de l'antigen especific condueix a I'activacié de la cél-lula naive, I'expansio clonal i la
generacioé de cél-lules T efectores (Te), les quals migren a teixits periféerics i presenten

funcions efectores immediates durant la infeccié primaria (12). Els limfocits T efectors
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tenen una vida molt curta i després de l'eliminacié de l'antigen la majoria moren.
Només una petita proporcidé sobreviu i roman a I'organisme per conferir proteccié en
front futurs contactes amb el mateix antigen. Aquesta poblacid T de memoria és de
vida llarga i pot activar funcions efectores de forma molt rapida i expandir-se
acceleradament després de re-exposicions antigéniques (13). Les cél-lules T memoria
es poden dividir en diferents subpoblacions que difereixen en quant a capacitats
proliferatives i funcionals (7,8,14) (Figura 1). Les céllules de memoria centrals
(Tcm) soén de vida llarga, migren a teixit limfoide i es localitzen en noduls limfatics,
melsa i sang conferint proteccié a llarg termini. Quan es troben amb [l'antigen
produeixen principalment IL-2 i proliferen, diferenciant-se en cél-lules efectores i
produint grans quantitats de IFN-y o IL-4. Les cél-lules de memoria efectores (Tem)
estan involucrades en proteccié immediata, rapidament migren a teixits periférics
inflamats i desenvolupen una funcio efectora potent. Les Tem CD8 expressen grans
quantitats de perforina i tant les Tem CD4 com les CD8 produeixen IFN-y, IL-2 i IL-5
poques hores després de l'estimulacié antigénica, tot i que tenen una capacitat
proliferativa reduida. L’ultim estadi de cél-lules memoria son les cél-lules de memoria
efectores que re-expressen CD45RA (Tewmra), una poblacié efectora altament
diferenciada sent les cél-lules que expressen més perforina, perd sense capacitat
proliferativa i amb nivells més elevats d’esgotament cel-lular i senescéncia immunitaria
(8) (Figura 1).

Estudis recents han posat de manifest que la magnitud de la resposta immunitaria no
esta directament relacionada amb proteccidé, ans al contrari es suggereix que la
qualitat de la resposta de les cél-lules T definida per la polifuncionalitat cel-lular
(capacitat de produir multiples citocines i d’executar multiples funcions efectores)
tindra un paper critic el control de les infeccions (15-18). En particular, cél-lules amb
capacitat de produir IFN-y, IL-2 i TNF-a al mateix temps s’han associat amb proteccio
de la infecci6 després de la vacunacié (16). A més, en la infeccidé per VIH-2 s’ha
demostrat que la resposta T VIH-especifica polifuncional esta causalment associada
amb la no progressié de la malaltia (17). Aixi doncs, tant I'estat de maduracié com la

mesura de la funcio cel-lular T sén d’'importancia per entendre les infeccions croniques.

14



Introduccié - El sistema immunitari

Tn Tem Tem Temra
CD45RA* : CD45RA ; CD45RA- : CD45RA*
CCR7+ ! CCR7+ : CCR7- j CCR7-
CD27+ i CD27+ i CD27+- i CD27+-
CD28* : CD28* : CD28*" ' CD28*"

1 I L

Sang : Teixit limfoide ; Teixits perifétics inflamats
X : '
1 |

Lol
%+ Antigen  Activacié |

i Poblacio ! Eliminacio P

i . i P ' i

i memoria | dantigen L_Popos i

Continua estimulacié
antigénica

Exposici6 antigenica
. : Grau de diferenciacié
Habilitat d’auto-renovacié Funci6 efectora
Capacitat proliferativa Mort cel-lular
Longitud teldmers IFNY

IL-2

Figura 1. Model esquematic de diferenciacié de limfocits T. Després que les cél-lules naive (Tn)
es trobin amb I'antigen, s’inicia un programa de proliferaci6 i diferenciacioé cel-lular que culmina en la
generaci6 de cél-lules terminalment diferenciades (Tem i Temra). Durant aquest procés de maduracio, les
cél-lules T adquireixen capacitat efectora aixi com perden capacitat d’auto-renovacio, generacio de
memoria i/o supervivencia. Després del contacte antigénic, la majoria de les cél-lules moren, i només una
petita proporcié de cél-lules efectores sobreviu i s’estableix com a poblacié memoria. Adaptat de Gattinoni
2013 (19).
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2. El virus de la immunodeficiencia humana

2.1. Origen de la pandémia i epidemiologia

El virus de la immunodeficiencia humana (VIH) és un lentivirus de la familia dels
retrovirus caracteritzat per induir una infeccié cronica que condueix a una disminucié
gradual dels limfocits T CD4* i que, en abséncia de tractament, pot desencadenar la
sindrome d’immunodeficiéncia adquirida (sida). Els primers casos de sida es van
descriure I'any 1981 en homes homosexuals que patien pneumonia i només dos anys
després, I'any 1983 es va identificar el VIH de tipus 1 (VIH-1) com I'agent etiologic
causant d’aquesta sindrome (20-22). La transmissié de VIH es déna mitjancant la
transferéncia de fluids corporals infectats (sang, semen, fluid vaginal o llet materna).
L’exposicioé a sang per Us de drogues intravenoses, el contacte sexual o la transmissié
vertical (mere-fill) son les principals rutes d’infeccié (23). El VIH-1 es troba ampliament
distribuit a tot el mon. L’any 1986 es va descriure el VIH-2 (24), menys patogénic que

VIH-1, distribuit principalment a I'’Africa Occidental (25).

Cada 15 segons una persona s’infecta amb el VIH, la qual cosa es tradueix en 4
persones/minut i 5.760 persones/dia. Actualment hi ha aproximadament 36.7 milions
de persones al mén infectades amb el VIH-1 (més de 25 milions viuen a I'Africa), de
les quals només 18.2 milions reben tractament antiretroviral. Des de I'any 2010, la
incidéncia de la infeccié per VIH només s’ha reduit de 2.2 a 2.1 milions d’individus
infectats. Estem per tant davant una pandémia que no sembla fer marxa enrere,
almenys en paisos de I'Africa subsahariana, on tenen lloc al voltant del 66% de les
noves infeccions i on 9 milions de persones encara no reben tractament (26) (Figura
2). Un dels principals motius que impedeix reduir la incidéncia de la infeccié per VIH és
el diagnostic tarda que sovint es fa i que per tant augmenta el risc de nous contagis:
s’estima que 1 de cada 4 persones no sap que esta infectada. Tot i que el tractament
antiretroviral ha representat una gran millora en quant a la disminucié de la morbiditat i
la mortalitat de la poblacié infectada, encara queda un llarg cami per recorrer fins
aconseguir que tota la poblacié infectada tingui accés al tractament i poder posar aixi

punt i final a la pandémia de la sida.
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Figura 2. Representacié grafica de I'epidemiologia de la infeccié per VIH-1. En blau s’indica
el numero de persones estimades infectades amb VIH (36.7 milions en total), en verd les noves infeccions
estimades (2.1 milions) i en vermell les morts estimades (1.1 milions). Adaptat de UNAIDS 2016.

2.2. VIH-1, agent etioldgic

El VIH-1, de forma esférica i d'una mida d’entre 80 i 120nm de diametre, esta format
per dues copies d’ARN embolcallades per una capsida conica formada per la proteina
viral p24 i que conté els enzims necessaris per la replicacio viral: la transcriptasa
inversa, la proteasa i la integrasa. La capsida esta envoltada per una bicapa lipidica
provinent de la membrana plasmatica de la cél-lula hoste on s’insereixen les proteines
de I'envolta viral, les glicoproteines gp120 i gp41 (27,28).

El cicle biologic del VIH es divideix en dues etapes ben diferenciades. La fase
primerenca inclou I'entrada del virus a la cél-lula hoste, la seva desencapsidacid,
retro-transcripcio i la integracié de I'ADN viral al genoma cel-lular. A partir d’aquest
moment, el VIH pot romandre en estat de laténcia (forma proviral), sense replicar-se o
bé iniciar la fase tardana amb la transcripci6 del genoma viral, la sintesi i
processament de les proteines virals i la generacié de nous virions infecciosos (29,30).
El VIH infecta principalment limfocits T CD4 mitjangant la seva unié al receptor CD4 i
als coreceptors CCR5 i CXCR4 presents a la superficie cel-lular (31) i destrueix
aquestes cél-lules per efectes citopatics directes o indirectes (32). La infecci6 pel VIH i

la destruccio de cél-lules T CD4 pot afectar també altres tipus cel-lulars com monocits,
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macrofags, cél-lules dendritiques, limfocits T CD8, cél-lules B i cél-lules NKs (33). El

resultat, per tant, és una alteracio de la resposta immunitaria que, en abséncia de

tractament, desencadena una severa immunosupressio.

2.3. Curs natural de la infeccié per VIH

La historia natural de la infeccio per VIH en abséncia de tractament pot dividir-se en 3

etapes (34) (Figura 3):
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a. Fase aguda. Durant aquesta fase inicial de la infeccié (1-4 setmanes),

generalment asimptomatica, el virus es dissemina principalment a través del
teixit limfoide associat a la mucosa gastro-intestinal (GALT), el qual té un paper
clau en I'equilibri amb la microbiota intestinal. La infeccioé per VIH comporta una
deplecio preferencial dels limfocits T CD4 de I'epiteli intestinal, conduint a una
pérdua de la integritat del GALT i un increment de la seva permeabilitat.
Aquestes alteracions faciliten la invasié microbiana, donant lloc a un increment
de l'activacié immunitaria, una produccié elevada de citocines pro-inflamatories
i proliferacio de cél-lules T (35-37). Després de la invasio del GALT, el VIH es
dissemina rapidament als organs limfoides i teixit nervids, on estableix una
infeccid persistent (38-40). El pic de viréemia plasmatica s’assoleix després de
21-28 dies d’infeccid, acompanyat d’'una important davallada de cél-lules T CD4
periferiques. Durant aquesta fase es genera la resposta immunitaria especifica,
amb la generacié d’anticossos (sero-conversio) i 'expansio dels limfocits T CD8
amb activitat citotoxica (CTL) (41). La resposta immunologica generada en
aquesta fase és capac¢ de reduir la viremia unes setmanes després de la

primera exposicio, perd en cap cas d’eliminar la infeccid (42).

. Fase cronica. Durant aquesta fase, variable en el temps entre individus (1-

10 anys), es ddna una replicacio virica baixa i persistent, continguda per la
resposta immunitaria tant humoral com cel-lular (43). La fase cronica es

caracteritza per una laténcia clinica, malgrat que I'efecte citopatic de la infeccio
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per VIH i la continua preséncia d’antigens virals condueix a un increment de
l'activacié immunitaria i de la mort cel-lular; a més, donat que la poblacié de
limfocits T CD4 es destrueix més rapid que no pas es restableix, el nombre de
cél-lules T CD4 perifériques disminueix durant aquest periode de laténcia
(44,45). La progressi6é de la infeccié esta determinada tant per factors virals
(capacitat replicativa del virus o escapament immunologic), com de l'hoste

(edat, sexe o coinfeccions amb altres virus).

c. Fase de sida. Durant aquesta fase es perd I'equilibri entre la replicacid

virica i la resposta immunoldgica, incrementant-se notablement la replicacio del
VIH. L’'augment de la carrega viral, tant a organs limfoides com circulant, i la
forta deplecié de limfocits T CD4 periférics son els marcadors principals del
progrés de la infeccio. Els individus que entren en aquesta fase pateixen
infeccions oportunistes amb manifestacions cliniques evidents, incloent fallida

de diversos organs, degeneracio del sistema nerviés i la mort.

2.4. Desregulacié de I’'homeostasi cel-lular durant la infeccié
per VIH

En individus sans, el nombre de cél-lules T CD4 és el resultat d’'un balang homeostatic
entre produccio i destruccid, aixi com del trafic entre la circulacié periférica i els teixits
limfoides (46). En canvi, el desequilibri entre la produccié i la destruccié de limfocits T
CD4 durant la infeccio per VIH desencadena la deplecié del compartiment T CD4,
empremta més caracteristica de la infeccié per VIH, que només podra recuperar-se

amb la introduccié de tractament antiretroviral (47—-49).

a. Produccio de cél-lules T CD4

- Hematopoesi: la produccioé de novo de cél-lules T CD4 té lloc a partir de precursors
de medul-la 6ssia (hematopoesi). La infeccié per VIH esta associada a una disfuncié
hematopoética directa degut la infeccid de ceél-lules progenitores o bé per la mort

induida a través de la glicoproteina de I'embolcall viral gp120 (50). Aquesta afectacio
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de la medul-la Ossia té efectes devastadors a nivell immunoldgic afectant a progenitors

de cél-lules mieloides, granulocits, eritrocits i limfocits (51-53).
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Figura 3. Evolucié de la infeccié per VIH-1 en abséncia de tractament antiretroviral i
resposta immunitaria. La fase aguda es caracteritza per una virémia elevada (linia vermella), que en
2-3 setmanes pot assolir el pic maxim, aixi com per una rapida pérdua de limfocits T CD4 (linia verda).
Durant la fase cronica, s’estableix un equilibri entre resposta immunoldgica humoral (linia discontinua
groga) i resposta CTL (linia discontinua blava) amb la replicacié viral que pot durar anys i manté I'individu
en un estat clinic asimptomatic. La resposta CTL s’inicia 2-3 setmanes després de la infeccio, arribant al
seu plateau entre les 9 i 12 setmanes, mentre que la resposta humoral s’activa posterior a la resposta
CTL, assolint nivells maxims a partir de les 12 setmanes després de la infeccié. En abséncia de
tractament, el progressiu deteriorament del sistema immunitari comporta la pérdua de control de la
replicacié viral, entrant en fase sida. Adaptat de Simon et al. 2006 (54).

Funcié timica: en abséncia de tractament existeix també una disfuncié timica
marcada que incapacita una produccio correcta de noves cél-lules CD4 naive (Revisat
a (55)), alterant la proliferacié de timocits i desencadenant un deteriorament profund i
una atrofia prematura del timus durant la fase cronica de la infeccio (56,57). Per

compensar la produccid alterada, el compartiment T CD4 pateix una expansio
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accelerada per proliferacié homeostatica on la interleucina 7 té un paper rellevant (58),
donant lloc a un compartiment amb una poblacié naive disminuida i elevades
frequiéncies de cél-lules memoria, aixi com una apoptosi incrementada i una resposta

immunitaria menys eficag (56,57).

Proliferaci6 homeostatica dirigida per citocines: la citocina IL-7 és
determinant en la diferenciacié de timocits i en I'expansié periferica de cél-lules T, sent
per tant un important modulador de I'homedstasi cel-lular i el manteniment de la
poblacié naive, promovent la seva supervivéncia i proliferacioé (59). En individus VIH?,
la necessitat d’incrementar la produccié de cél-lules T CD4 dona lloc a nivells
plasmatics elevats d’IL-7 (60,61), pero la infeccié s’associa amb una disminucié de
I'expressio del seu receptor (CD127) a la superficie dels limfocits T CD4 i CD8 (62),
havent-se descrit una associacio entre la expressid del receptor i la progressié de la
malaltia (63). Les citocines IL-2 i IL-15 també juguen un paper essencial en el procés
d’homeostasi cel-lular actuant com a reguladores de la proliferacio, activacio i
diferenciacié de cel-lules T (64). Pero a diferéncia d’'IL-7, IL-15 i IL-2 estan disminuides

en individus VIH* (revisat a (65)).

b. Destruccié de cél-lules T CD4

- Depleci6 de cél-lules T CD4 en GALT: la barrera anatdmica que constitueix el
teixit gastrointestinal confereix proteccié tant estructural com immunoldgica contra
patdogens. Durant la fase aguda de la infeccioé per VIH es dona una pérdua d’integritat
de la superficie de la mucosa, donant pas a un increment de la permeabilitat intestinal i
per tant una invasié augmentada de microorganismes i subproductes microbians
(lipopolisacarid, LPS) i un increment de citocines pro-inflamatories. La induccié
d’inflamacié local comporta una hiperactivacié del compartiment T CD4, augmentant
aixi el nombre de dianes per al VIH i per tant la replicaci6 viral i la deplecié de limfocits

CD4 (66,67).
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Disrupcié de l'arquitectura i fibrosi incrementada del teixit limfoide:
I'estructura del teixit limfoide secundari juga també un paper clau en el manteniment
homeostatic i en la funci6 immunoldgica. L’activacidé immunitaria persistent i la
inflamacié generada per l'augment de permeabilitat i translocacié bacteriana
comporten una deposicido continua de collagen al teixit limfoide, conduint a una
disrupcio progressiva de I'arquitectura tissular, afectant negativament la capacitat del

teixit limfoide per renovar el compartiment T (68-70).

- Mecanismes de mort cel-lular: la depleci6 massiva de limfocits T CD4 en
mucosa no reflecteix la pérdua gradual de cél-lules CD4 que es veu en sang periférica.
S’han proposat diversos mecanismes per explicar la mort de les cél-lules T CD4 en la
infeccidé per VIH: (i) mecanismes directes de la replicacio viral i el seu efecte citopatic;
(i) apoptosi intrinseca (dependent de caspasa-3), associada a la formacié de sincitis
de vida curta entre cél-lules infectades i no infectades mitjangant un mecanisme
dependent de CD4 i CXCRA4 i (iii) efecte citolitic de cel-lules T CD8 VIH-especifiques i
NKs (32,50,71,72). La frequéncia de les cél-lules T CD4 infectades en sang periférica,
perd, és molt baixa (0.01-1%) (72), la qual cosa suggereix una contribucié important de
cél-lules no infectades als nivells totals de mort cel-lular (mort bystander). Aquesta
mort de limfocits CD4 no infectats pot induir-se per (i) la sostinguda activacio
immunitaria (donat que les ceél-lules hiperactivades sén més susceptibles a I'apoptosi)
(73); (ii) contacte amb cél-lules infectades i proteines virals en abséncia de fusié
(50,74), induint-se apoptosi autofagica (veure Apartat 4 de la Introduccid) i (iii) infeccio
abortiva, donat lloc a una mort inflamatdria anomenada piroptosi (depenent de

caspasa-1) (75,76).

2.5. Continua activacié immunitaria i conseqliéncies

L’activacio del sistema immunitari és un reflex de la resposta immunitaria antiviral, sent
freqlent durant les infeccions agudes i associant-se amb un efecte positiu important
en l'eliminacid de les infeccions. En el cas de la infeccido pel VIH, perd, aquesta

activacié immunitaria persisteix de forma anormal també durant la fase cronica,
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manifestant-se en freqiéncies incrementades de célllules T memodria expressant
marcadors d’activacio com HLA-DR i CD38, una produccié incrementada de citocines
pro-inflamatories, nivells elevats d’apoptosi i sent considera una de les majors causes
de la deplecié del compartiment T CD4 en individus VIH* (77-79). Una consequiéncia
directa de la hiperactivacié6 immunitaria és l'increment de la transcripcié dels virus
integrats i per tant la produccié de nous virions que infectaran noves cél-lules diana
(80), creant-se aixi un cercle vicids entre replicacié del VIH i activacié immunitaria .
Aquesta activacié immunitaria elevada i persistent contribueix de forma significativa a
la patogénesi de la infeccio, sent paradoxalment un factor predictor de la progressié de
la malaltia i de la mortalitat (79,81-85). A més, la destruccio del compartiment T CD4 i
la produccié de citocines pro-inflamatories durant la infeccié pel VIH confereix un
ambient optim per la replicacié d’altres virus. Durant la fase aguda de la infeccié pel
VIH destaquen les reactivacions virals de citomegalovirus (CMV) i virus Epstein-Barr
(EBV), induint-se una estimulacié antigénica afegida i col-laborant aixi en l'activacié
immunitaria causada pel VIH (86,87).

L’activacié constant del sistema immunitari que té lloc durant la infeccio pel VIH, aixi
com la reduccid de la produccié timica resulta en un enriquiment de cél-lules
terminalment diferenciades, donant lloc a una senescéncia immunitaria prematura.
Aquest procés d’immunosenescéncia, que també s’observa durant I'envelliment
natural (88), es caracteritza per un deteriorament de la immunocompeténcia que
desencadena en un esgotament prematur del compartiment T, procés associat a
'expressio de PD-1 (mort programada tipus 1 o programmed death-1) (89) i una
resposta immunologica pobra en front nous antigens i vacunes (89-91). De fet, la
immunosenescéncia accelerada que provoca la infeccié pel VIH va acompanyada
també de disfuncions fisiologiques associades a I'envelliment tals com osteoporosi,

arteriosclerosi o deteriorament neuro-cognitiu (Figura 4).
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Figura 4. Model esquematic de les causes (blau) i conseqiéncies (lila) de la patogénesis
associada a la infecci6é pel VIH-1. Adaptat de Appay et al, 2008 (80)

2.6. Resposta immunologica a TARGA: reconstitucié
quantitativa i qualitativa

El tractament TARGA ha demostrat un efecte molt significatiu en la millora de la

morbiditat i mortalitat dels individus infectats, afavorint la recuperacié tant quantitativa

com qualitativa del sistema immunologic (55).
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a) Reconstitucié immunoldgica quantitativa: mecanismes
homeostatics

Per a la majoria dels individus infectats pel VIH, I'inici de TARGA suposa una reduccio
rapida i sostinguda de la carrega viral (CV) en plasma fins a nivells indetectables (<50
copies/ml) aixi com un increment dels nivells de limfocits T CD4 (92-95). La
recuperacio del compartiment T CD4 es déna de forma bifasica (Figura 5). En una
primera fase, durant els primers 2-3 mesos de tractament, es produeix una davallada
accelerada de la CV i una reducci6 de citocines i quimiocines inflamatories circulants,
reduint-se per tant els nivells d’activacié immunitaria i d’apoptosi (95,96) i conduint a
un augment rapid del nombre de céllules T CD4. Aquest augment és degut
principalment a la redistribucié de cél-lules T CD4 memoria des dels teixits limfoides
cap a la sang. A més, el nombre de cél-lules T CD8, cél-lules NK i cél-lules B també
augmenta en sang periférica després de linici de TARGA, indicant que l'increment
cel-lular en sang ve donat per mecanismes no especifics (95).

La segona fase de la recuperacid6 immunologica pot durar diversos anys i depén
principalment del control de la replicacio viral (97). Aquesta fase es correspon amb un
restabliment de la produccid de novo de cél-lules CD4 naive que ve donada per tres
mecanismes principals: (i) la recuperacié de la funcié timica, (ii) la proliferacié
homeostatica de la poblacié CD4 i (iii) I'increment de la vida mitjana de les cél-lules T
CD4 (46,98,99) (Figura 5). Es important destacar que aquests tres mecanismes no
tenen el mateix resultat en la reconstitucié immunoldgica: mentre que la produccioé de
novo pot restaurar completament el repertori cel-lular, la proliferaci6 homeostatica i
increment de la vida mitjana, en canvi, no s’associa amb una bona qualitat de la
reconstitucidé immunoldgica ja que expandeix oligoclonalment el repertori cel-lular,
malgrat que si garanteix una recuperacié del nombre de cél-lules. Juntament amb
aquests tres mecanismes, es frena la diferenciacié incrementada de cél-lules naive a

memoria, afavorint-se la recuperacié d’aquesta poblacié (95,100).
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Figura 5. Principals mecanismes implicats en la recuperacié del compartiment T CD4
durant TARGA. La rapida davallada de carrega viral després d’iniciar TARGA que ve acompanyada
d’'una rapida disminuci6 dels nivells d’inflamacio, activacié immunitaria i mort cel-lular comporta un rapid
ascens del nombre de cél-lules T CD4. Durant els primers 6 mesos aquesta recuperacio de cél.lules CD4
es correspon amb una redistribucié de cél-lules memodria de teixit limfoide a sang. En una segona fase de
recuperaciéo més lenta, es restableix la funcié timica i ’'homedstasi cel-lular, recuperant-se aixi la poblacio
CD4 naive. Adaptat de Guihot A et al. 2010 i Corbeau et al. 2001 (55,101).

b) Reconstitucié immunoldgica qualitativa: restauracié de la
funcionalitat

Tot i que el benefici clinic de TARGA és innegable, la mesura
en la que TARGA normalitza completament la funcié immunitaria segueix sent un tema
en controversia (55). La disminucié de les comorbiditats i la mortalitat associades a la
infeccio del VIH durant TARGA posen de manifest que la immunitat patogen-especifica
es recupera després d’iniciar tractament (102), malgrat que s’ha observat que aquesta
recuperacioé és diferent en funcié del patogen (103). Aquesta recuperacié patogen-
depenent queda reflectida en els defectes funcionals observats després de la

vacunacio contra diferents patdogens (galteres, grip, pneumococ o verola) (104).
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La reconstitucid funcional de la resposta contra diferents infeccions oportunistes
contrasta clarament amb la reduccié de la immunitat VIH-especifica. L'efecte de
TARGA en les céllules T CD8* citotoxiques ha estat estudiat extensament (105-107),
demostrant-se que la davallada de CV induida en iniciar tractament és paral-lela a una
disminucio de la freqiéncia de cél-lules T CD8* efectores VIH-especifiques. Aquesta
caiguda no reflecteix una deficiencia immunitaria persistent, sind simplement un
fenomen homeostatic normal en resposta a la caiguda de I'exposicié antigénica. De
fet, també s’observa una caiguda del nivell de cél-lules B de memoria VIH-especifiques
en sang periférica paral-lelament amb la reduccié de la CV plasmatica del VIH (108).

Respecte a la recuperacié de la immunitat CD4 VIH-especifica durant TARGA, els
estudis realitzats son més discrepants. Mentre uns estudis han observat una resposta
CD4 VIH-especifica detectable perd no incrementada en individus VIH* (109-112),
d’altres estudis han descrit una reconstituci6 de la capacitat proliferativa de les
cél-lules CD4 VIH-especifiques (113-118), teoria recolzada per un augment de la
produccié VIH-especifica d’IL-2, tot i que no d'IFN-y (118-120). Pero, malgrat que els
individus VIH-positius presenten cél-lules T CD8 i CD4 VIH-especifiques (121),
aquesta resposta no és capac d’eliminar completament el virus (122). Tot i aixi, s’ha
observat una associacio entre control viral i la qualitat de la resposta de les cél-lules T

VIH-especifiques mesurada com a polifuncionalitat (15,17).

2.7. Resposta immunoconcordant i immunodiscordant

Malgrat que la majoria d’individus VIH* en TARGA assoleix una recuperacié
immunolodgica favorable (resposta immunoconcordant) i presenten taxes de morbiditat
i mortalitat comparables a individus VIH-negatius (123), aproximadament un 20% dels
individus VIH* presenten una resposta paradoxal, i malgrat aconseguir una resposta
virologica favorable al tractament (supressio viroldgica) no aconsegueixen incrementar
els nivells de limfocits T CD4 i presenten taxes de morbilitat i mortalitat majors
(46,95,98,99,124) Aquest grup d’individus amb resposta immunologica no favorable al
tractament s’ha anomenat immunodiscordants, no responedors o no repobladors

(Figura 6). Existeixen diversos criteris que defineixen la immunodiscordancia basats
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principalment en el recompte de céllules T CD4 o en la caiguda de la relacié
CD4/CD8. Les definicions més restrictives consideren una resposta immunodiscordant
quan els nivells de CD4 sén <200 ceél-lules/ul, tot i que un recompte de <350
cél-lulesfpl o bé <500 cél-lules/ul (nivells recomanats per la iniciaci6 de TARGA) també

esta ampliament acceptat (46,125-128).

200
Resposta

immunoconcordant

Resposta
immunodiscordant

50 4

A Comptatge limfocits T CD4
(cél-lules/pL)

A ARN VIH
(log copies/ml)

Temps en TARGA (mesos)

Figura 6. Resposta immunoconcordant i immunodiscordant al tractament antiretroviral.
Després d'iniciar el tractament, la majoria d’individus VIH* mostren una davallada de la carrega viral i un
increment del recompte absolut de cel-lules T CD4 (verd), pero els individus immunodiscordants (vermell)
mostren una resposta immunologica no favorable, no incrementant-se el recompte de cél-lules T CD4
malgrat suprimir la carrega viral. Adaptat de: Piketty et al, 1998 (98).

= DETERMINANTS D’UNA POBRA RECUPERACIO IMMUNOLOGICA

La rad per la qual la contencié de la replicacioé del VIH induida per TARGA no sempre
va acompanyada d’'una normalitzaciéo del compartiment T CD4 en individus VIH* no
esta definida en la seva totalitat, i es postula un origen multifactorial. Des d’un punt de

vista simplista, dos grans mecanismes podrien resultar en una pobra recuperacié
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immunolodgica: una produccio insuficient de noves cél-lules o una destruccio excessiva

de les cellules T CD4 existents (Revisat a (101,129,130)).

a) Alteracions en la produccié de cél-lules T CD4

- Producci6 de cél-lules T CD4 naive en medul-la dssia i timus

Com s’ha descrit anteriorment, alteracions en la funcié hematopoética o timica estan
directament associades amb una disminucié de la produccié limfocitaria (98,124,131).
Tot i que la disfunci6 hematopoéetica es normalitza després d’iniciar TARGA, en
individus immunodiscordants s’observa una produccié reduida de cél-lules CD34*
degut a esgotament de la medul-la ossia (131) i a nivells incrementats d’apoptosi en
cél-lules progenitores, la qual cosa té impacte directe en una produccio alterada i una
reconstitucié immunologica suboptima (131-134). D’altra banda, en la infeccio pel VIH,
la mida del timus es correlaciona amb el recompte de cél-lules naive circulants, amb el
nombre de cél-lules T CD4 totals i amb I'amplitud del repertori del sistema immunitari
(135,136). Els individus immunodiscordants presenten un compartiment T naive reduit,
amb una disminucié del volum timic (137,138) i un nombre menor de cél-lules timiques
emigrants recents en comparacido amb els individus immunoconcordants (137-140).
Malgrat les disfuncions timiques descrites, alguns estudis han mostrat que la
produccié timica no sembla ser el contribuidor major de la pobra recuperacio

immunolodgica (139,141).

- Proliferaciéo homeostatica

Els nivells de proliferaci6 de cél-lules T CD4 en individus VIH* es mantenen
incrementats fins a 2 anys després d’iniciar TARGA (142), especialment en individus
immunodiscordants, fet que pot ser resposta a la marcada deplecié del compartiment
T CD4 en aquests individus (143,144) i que probablement esta regulat per IL-7 (145).
En concordanca amb la correlacid negativa descrita entre IL-7 i el recompte de
cél-lules CD4 (60), s’han observat nivells incrementats d’IL-7 en individus
immunodiscordants. Perd aquests individus també presenten una reduccié en la

expressié del receptor d’IL-7 (CD127) especialment en cél-lules memoria (Tcw), la qual
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cosa pot explicat 'apoptosi incrementada d’aquestes cél-lules (146) i pot comprometre
de forma directa la seva capacitat de regenerar la poblacioé de cél-lules T (125,147). A
més, també s’ha observat una produccidé disminuida d’IL-2 en individus
immunodiscordants en comparacié amb individus immunoconcordants i que també

podria estar jugant un paper en la pobra recuperacié immunologica (126).

b) Alteracions en la destruccié de cél-lules T CD4

- Hiperactivacidé, mort cel-lular i immunosenescéncia

La persistent activacido immunitaria (mesurada com cél-lules T CD8 o CD4 CD38* o
CD38*HLA-DR*) observada en la infeccié pel VIH, que no arriba a normalitzar-se
després d’iniciar TARGA, s’ha associat amb un guany menor de cél-lules T CD4 en
sang periférica, fins i tot en supressié viral (148,149). Els individus immunodiscordants
mostren nivells d’activacié immunitaria majors que els individus immunoconcordants,
especialment al compartiment T CD4 (139,147). Aquesta hiperactivacié esta implicada
en una susceptibilitat major a mort cel-lular (139), especialment en el compartiment
memoria Tcu (146) aixi com en nivells més elevats d’apoptosi limfocitaria en individus
immunodiscordants en comparacié amb immunoconcordants (140,147,150).
L’activacié immunitaria persistent i el continu recanvi de cél-lules T en individus
immunodiscordants estan implicats, a més, en una acumulacié de cél-lules senescents
(CD28-CD57*). Els individus immunodiscordants presenten, a més, un fenotip associat
a l'esgotament cel-lular (definit principalment com cél-lules CD4*PD-1*). Tots dos
fenotips es corresponen amb una pérdua de funcié efectora i de capacitat proliferativa
de cél-lules memoria (125,139). Aquestes cél-lules “esgotades” sdbn més susceptibles a
I'apoptosi, la qual cosa esta també en concordanga amb la major mort cel-lular que
presenten els individus immunodiscordants (139,150).

Diversos mecanismes poden explicar aquesta activacio elevada i persistent:

Disfunci®6 de les céllules T reguladores (Tregs): els individus

immunodiscordants presenten freqiéncies més elevades de Tregs al
compartiment T CD4 perd en canvi el nivell en la poblacié total de limfocits

s’observa disminuit. ElI paper que tenen aquestes ceél-lules en la reconstitucié
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immunologica encara no és clar. Mentre que els nivells baixos de Tregs a la
poblacié de limfocits podria afavorir l'activacié immunitaria en individus
immunodiscordants, I'elevada freqliiéncia de Tregs dins el compartiment T CD4
podria participar en ’homeostasi i proliferacié de les céel-lules naive (125,151).

- Disrupcido del GALT i translocacié bacteriana incrementada: la induccio

d’inflamacio local durant la disrupcié de GALT condueix a una activacié de les
cél-lules T CD4 circumdants, les quals es convertiran en dianes addicionals pel
VIH, incrementant la replicacié viral. Els individus immunodiscordants
presenten nivells més elevats de translocacié bacteriana, procés que esta
inversament correlacionat amb la magnitud del compartiment T CD4 (139,152-
154)

- Producci6 viral residual (principalment en teixits limfoides): el reservori viral de

célllules T CD4 latentment infectades pot desencadenar en una virémia
plasmatica residual. Aquesta replicacié residual es una font d’hiperactivacio
que s’observa a la majoria d’individus infectats en TARGA (155). Els individus
immunodiscordants presenten nivells majors de viremia residual en plasma
(156), pero la seva contribucio a I'estat d’hiperactivacié en aquest grup encara
no s’ha demostrat (157).

- Coinfeccions: la coinfeccid amb el virus de I'hepatitis C ha estat associada
amb nivells elevats d’immunoactivacié i mort cellular (158,159). Diversos
estudis han vinculat també la coinfeccié amb el CMV amb un estat permanent
d’activacié immunitaria (160), un baix recompte de cél-lules T CD4 i un perfil
immunologic senescent (87,161), proposant la coinfeccié amb el CMV com un
factor addicional implicat en la recuperaciéo immunologica d’individus VIH* en

tractament (veure apartat 3 de la Introduccio).

c) Altres mecanismes implicats en la resposta immunodiscordant

- Nadir de cél-lules T CD4

Un baix recompte nadir de cél-lules T CD4 sembla ser el principal factor determinant

d'una resposta immunologica insuficient (133,150,162). El recompte nadir pot

interpretar-se com una mesura de destruccié del sistema immunitari, que es tradueix
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en un menor produccié de precursors en la medulla dssia (163), disfuncio timica
(150,164) o destruccié de teixit en noduls limfatics (165). Els individus amb un
recompte nadir de <100 cél-lules/ul presenten un compartiment T esbiaixat cap a un
fenotip de memoria, mentre que si s’inicia terapia amb nivells de CD4 >350cel-lules/pl
s’observa un increment rapid de la poblacid naive, normalitzant-se els nivells
naive/memoria durant els primers anys en TARGA (166). Tot i aixi, alguns individus
immunoconcordants que presenten un baix nadir (<50ceél-lules/ul) si aconsegueixen
recuperar els nivells de cél-lules T CD4* (167), suggerint que existeixen altres factors

addicionals que participen en el control de la resposta immunodiscordant.

- Toxicitat del TARGA

La llarga exposicié dels individus VIH* al tractament antiretroviral esta lligada a
l'aparicié de diversos efectes adversos que son altament dependents del regim
TARGA administrat, com per exemple toxicitat en cél-lules hematopoétiques,
desordres metabdlics, reaccions a la pell o increment del risc cardiovascular que
podrien complicar la recuperacié immunologica (168-170). Alguns estudis perd, han
descrit que el guany de cel-lules T CD4 és independent de la composicié del regim

TARGA (150,171,172).

- Sexe i edat

De forma general, els homes presenten major risc de resposta immunoldgica no
favorable al tractament (167,172). S’han descrit diversos factors que podrien explicar
aquestes diferéncies: major produccio timica en dones (173), efecte anti-apoptotic de
les hormones femenines (174) o menor activacid6 immunitaria en dones (175). Una
edat avangada, que pot ser determinant d’'una produccié timica menor, també ha estat

relacionada amb una pobra recuperacié immunologica (176,177).

- Predisposicié genética

Polimorfismes associats al gen apoptotic fas/fas/ (178) s’han vinculat també amb la
recuperacié de cél-lules CD4 després d’iniciar tractament, aixi com polimorfismes en
gens que codifiquen per citocines com IL-2, IL-6, IL-15 i els seus receptors TRAIL,

Bim, TNF-a o IFN-a també poden tenir impacte en el guany de cél-lules T CD4 durant
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TARGA (179,180). S’ha establert també una correlacié entre un polimorfisme en el gen

que codifica pel co-receptor CCR5 i la recuperacioé de limfocits T CD4 (181).

Cap d’aquests factors, pero, explica totalment la recuperacié immunologica insuficient
en individus immunodiscordants, que probablement sigui el resultat d’'un cercle viciés
generat entre una hiperactivacié immunitaria persistent i una apoptosi elevada,

acompanyades de fibrosi i dany tissular i una immunosenescéncia accelerada (Figura

7).
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Figura 7. Representacié dels principals mecanismes associats a una resposta
immunodiscordant. La figura mostra alteracions en el balang de la produccié i destruccio de cél-lules T
CD4 en individus immunodiscordants. Una produccié en medul-la ossia i timus reduida condueix a una
disminucioé de cél-lules naive i un augment de la proliferaci6 homeostatica; aquesta produccié alterada
podria estar associada a danys en teixit degut a la infeccio pel VIH, que també afectaria al teixit limfoide;
en GALT la translocacio bacteriana que acompanya la replicacié del VIH contribueix a la hiperactivacio
immune, incrementada també per coinfeccions amb altres virus (VHC, CMV); aquest augment I'activacié
immunitaria condueix en ultima instancia a un esgotament cel-lular i un increment de mort cel-lular. Altres
mecanismes com la proliferaci6 homeostatica en resposta a la deplecié del compartiment T CD4,
disfuncions de les cel-lules Tregs o viremia residual podrien explicar també la hiperactivacio del sistema
immune. La toxicitat del TARGA a més afecta directament la destruccié de les cél-lules T CD4. Les
possibles causes d’una resposta immune no favorable estan indicades en blau, i els processos alterats en
vermell. El nimero de cél-lules representa la quantitat relativa de cada subpoblacié de cél-lules T. Adaptat
de Massanella et al, 2013 (129).
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3. Infeccié pel CMV i coinfeccié VIH-CMV

3.1. Caracteristiques generals i epidemiologia

El Citomegalovirus (CMV) és un virus ADN que pertany a la familia Herpesviridae,
membre de la subfamilia dels p-herpesvirus (182-184). Els herpesrvirus es
caracteritzen per una infeccié aguda amb simptomatologia febril no especifica seguida
per una persisténcia per tota la vida en I'hoste. EI CMV té doncs I'habilitat d’infectar les
cél-lules de forma latent perd soén caracteristics els intervals de reactivacions
esporadiques (185). La infecci6 pel CMV en humans és molt comu, amb una
seroprevalenca mundial d’entre 40 i 100% en funcié de la zona geografica, I'edat o el
grup socioeconomic (186). Generalment, la seroprevalenca del CMV és major en

dones que en homes i incrementa amb I'edat (Revisat a (187)).

3.2. Infeccié pel CMV

Les persones amb una infeccié activa secreten el virus en fluids corporals, com la
orina, saliva, sang, llagrimes, semen i llet materna (Revisat a (188)), fent que el virus
es transmeti per contacte sexual, a través de la saliva, la sang, l'alletament o la
placenta durant 'embaras. La transmissio pot donar-se també durant transplantaments
d’'organs solids o cél-lules mare hematopoétiques (185,189) on té una enorme
rellevancia clinica.

La infeccié activa del CMV, definida com una replicacio viral detectable, pot ser
deguda a una infeccié primaria, quan el CMV infecta un hoste naive sero-negatiu o a
una reactivacio viral, en un individu sero-positiu (190). Existeixen diferents factors que
poden determinar que el CMV desperti de la seva fase latent i entri en replicacio viral
activa (190), entre els quals destaquen la immunosupressié de I'hoste, I'activacio del
sistema immunitari o processos inflamatoris.

En individus immunocompetents, el CMV condueix a una infeccidé cronica subclinica
generalment sense simptomes (191). Contrariament, en individus immunodeprimits i

durant el desenvolupament fetal la infeccié pel CMV afecta de forma significativa les
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taxes de morbiditat i mortalitat (46,98,99). Les complicacions cliniques associades a la
infeccié pel CMV s’han estudiat principalment en la infeccid6 congénita i neonatal
(192,193) aixi com en post-transplantaments (190,194), perd aquesta infeccié també
té un paper molt rellevant en la infeccié pel VIH. En individus VIH* amb una resposta
immunitaria compromesa, el CMV replica de forma activa incrementant I'estat

d'immunoactivacié i accelerant la progressio a sida (195,196).

3.3 Diagnostic de la infeccié pel CMV

Malgrat I'elevada seroprevalencga, en individus amb un sistema immunologic favorable
la infeccio cronica pel CMV és asimptomatica (197,198) i, degut a aquesta abséncia de
simptomes clinics la forma d’estimar la prevalenca de la infeccid a la poblacio és
mitjangant la preséncia en sérum d’anticossos especifics contra el virus o mitjancant la
deteccié d’ADN en diferents fluids corporals.

El diagnostic de la infeccid primaria pel CMV en individus immuno-competents té lloc
per métodes serologics amb la determinacié d’anticossos IgM, els quals s6n un
indicador d’infeccid recent. La resposta IgM especifica, pero, també pot incrementar-se
després de la reactivacio viral i, per tant, per diferenciar entre reactivacio i infeccio
primaria, s’utilitza I'avidesa d’lgGs, detectant-se anticossos IgG de baixa avidesa en
infeccié primaria y anticossos 1gG d’alta avidesa en episodis de reactivacio viral. Aixi,
la mesura d’avidesa d’lgGs anti-CMV s’ha descrit com un marcador serologic acurat
d’infeccié primaria, principalment en dones embarassades o individus immuno-
suprimits, de gran importancia pel correcte diagnostic en la infeccié pel CMV, (199-
205).

La determinacié d’una infeccié activa es pot mesurar mitjangant la detecci6 d’ADN
viral. Malgrat que aquesta quantificacié mitjangant técniques de PCR resulta senzilla,
no sempre és possible. La replicacié de CMV esta molt compartimentada, la qual cosa
significa que en un individu amb infeccid activa poden no trobar-se nivells detectables
d’ADN viral en tots els seus fluids. La deteccio de CMV és freqient en semen,
secrecions vaginals i llet materna, mentre que la deteccié en sang, plasma o orina en
individus immunocompetents és rara (206-209). Per tant, un individu amb una infeccié

activa es pot erroniament categoritzat en funcio del fluid en el qual es determini la CV
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de CMV, amb les conseglients possibles interpretacions erronies dels resultats que

aixo pot comportar.

3.4. Control immunologic de la infeccié pel CMV

La resposta immunologica contra el CMV és altament complexa, i inclou les respostes
innata i adaptativa (cellular i humoral) que en conjunt limiten la replicacié viral i
mantenen la laténcia (210). Els individus sans immunocompetents produeixen IgMs
anti-CMV durant la infeccié primaria, les quals persisteixen durant 3-4 mesos, mentre
que les IgGs es produeixen unes setmanes més tard i persisteixen durant tota la vida
(188). S’ha descrit que després de la infeccid primaria asimptomatica, les cél-lules T
CD4 CMV-especifiques apareixen 10 dies després que I'ADN viral sigui detectable,
apareixent cél-lules T CD8 CMV-especifiques 14 dies més tard (211). La resposta
immunitaria, tant cel-lular com humoral, és tan beneficiosa com nociva per I'hoste, ja
que és protectora de manera immediata en front a la infeccié pel CMV pero al mateix

temps pot tenir multiples efectes perjudicials a llarg termini.

a) Resposta cel-lular T (memory inflation)

La resposta T contra CMV desencadena la generacio incrementada de cél-lules T de
memoria CMV-especifiques implicades en la lluita constant per contenir la replicacio
viral (Revisat a (212)), procés descrit com a memory inflation (190,213,214). Aquest
increment de diferenciacié de limfocits T augmenta amb I'edat: aproximadament un
10% de les céllules T CD4 i CD8 de memoria circulants son CMV-especifiques,
podent augmentar fins a un 50% dels CD8* i un 30% dels CD4* en gent d’edat
avancada (215). Aquesta subpoblacié de cél-lules CMV-especifiques que s’expandeix
es correspon amb un fenotip de memoria efector, principalment Tewra, que presenta
disminucioé en I'expressid dels receptors co-estimuladors CD27 i CD28 aixi com un
augment de I'expressio de CD57, un marcador de d'incapacitat proliferativa (216). A
més, aquesta modulacié de la resposta adaptativa per part de la infeccié persistent
condueix a una remodelacié de la composicié global del compartiment T, el qual
presentara una menor freqliéncia de cél-lules naive i acumulacié de cel-lules memoria

altament diferenciades i senescents (217). Aquest fenotip es relaciona amb
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complicacions en I'hoste, com ara una resposta immunitaria disminuida a vacunes i
noves infeccions, desordres autoimmunes, repertori reduit de cél-lules T o alteracions

cardiovasculars (87,218)

b) Resposta humoral

En contrast amb el patré de resposta a altres antigens, la magnitud de la resposta
humoral contra el CMV incrementa amb l'edat (207,219,220) i esta altament associada
a fragilitat i mortalitat (221). Els mecanismes responsables dels canvis dependents
d’edat no estan clarament definits, perd titols elevats d'lgGs anti-CMV aixi com ADN
viral en orina son més freqients en individus d'edat avangada, suggerint més
reactivacions durant I'envelliment (207). Les reactivacions continues de CMV i la
pérdua de qualitat de la resposta cellular resulten en titols més elevats d’anticossos
IgG CMV-especifics i condueixen a una produccié augmentada de citocines pro-
inflamatories com IL-6 i TNF-a o proteina C reactiva (PCR) (222-224). L’ambient
inflamatori cronic generat per la resposta humoral contra CMV esta associat a un
elevat risc cardiovascular i a una elevada mortalitat (225-228) (Figura 8) aixi com amb
dany neurocognitiu en individus majors de 65 anys (201). Aquest elevat risc
cardiovascular s’ha descrit que podria venir donat principalment per tres mecanismes:
(i) 'increment dels nivells d’inflamacid, (ii) el dany vascular desencadenat durant la
replicacié activa de CMV en cél-lules endotelials (190,229), aixi com en macrofags,
fibroblasts i cél-lules musculars llises que s’acumulen a la capa intima dels vasos

endotelials (230-232) i (iii) una immunosenescéncia accelerada (Revisat a (213)).
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Figura 8. CMV, resposta humoral i patologia. La infecci6 pel CMV, i especialment quan va
acompanyada d’elevats nivells d'lgG CMV-especifiques, s’associa amb risc cardiovascular i mortalitat
elevada. En molts individus, la infeccio pel CMV condueix a un procés natural d’envelliment immunologic,
perd en determinats individus existeix una pérdua del control de la infeccio, donant-se episodis periddics
de reactivacions virals. Adaptat de Klenerman et al, 2016 (213).

3.5. Coinfeccié VIH-CMV

Des dels primers diagnostics d’infeccio pel VIH, la coinfeccié amb herpesvirus ha sigut
una de les infeccions oportunistes més comuns en aquesta poblacio, i malgrat que en
individus infectats pel VIH el tractament TARGA afavoreix la reduccio de la replicacié
del CMV i la malaltia associada (233), son diversos els estudis que han descrit les
connexions d’aquesta coinfeccid i una aparicid6 accelerada d'immunopatologies i
progressio a sida (87,234,235).

Aquests estudis han reportat que la coinfecci® amb herpesvirus juga un paper

important en la transmissié i adquisici6 del VIH, independentment del grau
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d'immunosupressio, a partir de mecanismes com la disrupcio fisica de la mucosa que
afavoreix I'entrada del VIH o la inflamacio local i reclutament de limfocits T CD4. A
més, els herpesvirus poden regular directament la replicacio del VIH a través de la
transactivacié de 'ADN pro-viral i indirectament a través de la produccié de citocines i
quimiocines inflamatories (Revisat a (236)).

La coinfeccié VIH/CMV esta associada a un perfil immunologic inflamatori (218)
(revisat a (237)), incloent nivells circulants elevats de proteina induida per IFN-y (IP-
10) i dimer-D, una marcada expansié de cél-lules T CD8 i una relaci6 CD4/CD8
reduida que caracteritza la infeccié pel VIH (237,238), processos associats tots ells
amb morbiditat i mortalitat elevades (239,240). Com s’ha explicat anteriorment, la
infeccié pel CMV, a més d’alterar el repertori de cél-lules naive i memoria, s’associa a
una senescéncia accelerada i un esgotament cel-lular, fenotips altament associats a
una funcionalitat cel-lular reduida (212,241,242). Per aquest motiu, diversos estudis
han associat la infecci6 per CMV tant amb progressido clinica (243) com
immunopatogenesi (160,244) durant la infeccid pel VIH, malgrat una supressié
virologica completa. De fet, els efectes més negatius de la infeccié pel CMV semblen
tenir lloc durant TARGA, ja que la resposta contra el CMV s’amplifica en paral-lel amb
la recuperacié del sistema immunitari (87). Aquesta amplificacié té com a resultat que
els individus VIH*, particularment durant TARGA, tinguin una resposta T CMV-
especifica més elevada que la poblacié no infectada pel VIH (245,246).

A més, els nivells persistents d’lgGs anti-CMV que s’estableixen durant la infeccio
també han estat relacionats amb complicacions cardiovasculars (243), possiblement
per una produccié elevada d’'IFN-y (247) que participaria en I'engruiximent de les
parets arterials (revisat a(248)).

En individus immunodiscordants la infeccié pel CMV podria estar jugar un paper
important en la resposta immunologica no favorable. De fet, en aquests individus el
vincle entre la inflamacio sistémica associada i la coinfecci6 amb CMV ha sigut
examinat en un estudi on s’observa una reduccio significativa de 'activacié cel-lulari la
inflamacié amb I'administracié de valganciclovir (160). Tot i aix0, I'administracié de
valacyclovir en individus VIH* en TARGA i coinfectats amb altres herpesvirus no ha

aconseguit disminuir els nivells d'immunoactivacio (249).
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Donat que tant la infecci6 pel CMV com pel VIH comporten un increment
d'immunoactivacié i inflamacié, i que aquests processos estan associats a una pobra
recuperacié immunologica en individus VIH* en TARGA, és important entendre el
paper que pot tenir la infeccid cronica pel CMV en individus immunodiscordants amb

I'objectiu de dissenyar noves estratégies terapeutiques.
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4. Autofagia i infecci6 pel VIH

4.1. Auto-canibalisme regulat

L’homeodstasi cellular es troba en una balanca entre biosintesi i degradacid de
macromolécules. Les principals vies cataboliques son el proteasoma i el lisosoma,
sent aquesta ultima la via responsable de la degradacié de macromolécules. Per tant,
quan una ceél-lula esta privada de nutrients, aquesta inicia una degradacié controlada
dels seus propis components per tal de mantenir-se viva a través d’'un procés conegut
com autofagia, que literalment significa “menjar-se a un mateix”. El terme autofagia
engloba la microautofagia, I'autofagia mediada per xaperones i la macroautofagia
(250), aquesta ultima és referida de forma general com autofagia.

L’autofagia és un dels mecanismes eucariotics de supervivéncia cel-lular i defensa en
front patdgens més antic i conservat. Es essencial que aquesta degradacié via
lisosoma sigui un procés controlat tant per mantenir la homeostasi cel-lular a través de
I'eliminacid6 de components no funcionals o envellits i el seu reciclatge. El procés
d’autofagia s’'indueix de forma reversible per senyals d’estrés com la falta de nutrients
o factors de creixement, infeccions o hipoxia, i és executat i altament regulat per un
grup de proteines relacionades amb autofagia (ATGs) (251). El procés d’autofagia

consta de les seglients tres etapes (252,253) (Figura 9):

a. Iniciacié: inactivacié de mTOR (mammalian target of Rapamycin). El

complex mTOR és una Ser/Thr-quinasa que actua com a sensor i regulador de
I'estat bioenergétic i del creixement cel-lular. En preséncia de nutrients, mTOR
es troba actiu, fosforilat i inhibint la iniciacié d’autofagia. En condicions d’estrés
i falta de nutrients, mTOR s’inactiva i permet l‘activacio d’ATG1 i la induccio
d’autofagia, que s’inicia amb la formacié del fagofor (porcions de reticle
endoplasmatic, aparell de Golgi o membrana plasmatica), el qual s’expandeix i

reconeix la porcio citoplasmatica amb proteines o organuls danyats.

b. Expansié: formacié i maduracié de I'autofagosoma. El segrest de
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la porcio citoplasmatica danyada per part del fagofor déna lloc a la formacio
d’'una estructura tancada de doble membrana anomenada autofagosoma. Més
de 20 proteines ATG estan implicades en aquesta etapa. La incorporacio de la
proteina LC3-Il (microtubul associated protein-1 light chain 3 o MAP1 LC3ll) a
'autofagosoma és necessaria per a la seva maduracio i transport a lisosoma i

és utilitzada com a marcador especific d’autofagia (254).

c. Degradacid i reciclatge de |la carrega: una vegada 'autofagosoma

madur fusiona amb el lisosoma, aquest aboca el contingut enzimatic que
digereix les macromolécules contingudes i forma l'autolisosoma. El procés
finalitza amb el reciclatge de la carrega (principalment aminoacids), que sera
retornada al citoplasma mitjangant proteines de transport presents a la

membrana lisosomal, i amb la re-activacié de mTOR.

1. INICIACIO 2. EXPANSIO 3. DEGRADACIO | RECICLATGE
Lisosoma
Atg7
PI3K / Akt Atg10 Lcai
p53 / Estres MAPK Atngetgs ‘mitocondri, virus, bacteri
genomic ¥ AMPK  agr L Segrestde la E Rab7
Aminoacids —~ mTOR\/ 7-» % w’ % Fusié
usié
LC3-ll
Rapamicina / l Vs Atg3 T
Torinat < g 1 Bafilomicina
i i Atg4 X .
Vit.D Atg1 Beclin 1 Cloroquina  Reciclatge: retorn a citoplasma|
Atg7
LC3-I
Vies reguladores Fagofor Autofagosoma Autolisosoma

Figura 9. Etapes del procés d'autofagia: (1) L'autofagia s’inicia a través de vies que inactiven
mTOR. (2) La formaci6 de I'autofagosoma inclou I'assemblatge de LC3-Il a la membrana del fagofor i la
formacio6 de vesicules de doble membrana que segresten el material citoplasmatic. (3) L'etapa final té lloc
amb la proteolisi del contingut: I'autofagosoma madur fusiona amb el lisosoma i el material a reciclar
retorna al citoplasma. Adaptat de M.Killian 2012 (255)

4.2. Mesurant autofagia

Existeixen diversos metodes de deteccio de I'autofagia (Taula 1), sent la deteccié de
LC3-Il associat a la membrana de l'autofagosoma un dels més comuns (256).
Diferents compostos quimics sén utilitzats per a I'estudi de les diferents etapes de

l'autofagia: rapamicina, torina1 o vitamina D so6n alguns dels inductors d’autofagia
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(inhibidors de mTOR) més emprats es estudis in vifro. Tanmateix, la determinacié
d’autofagosomes es veu limitada per la seva vida mitja curta. Aixi doncs, la inhibicié de
la fusidé entre autofagolisosoma i lisosoma (mitjangcant bafilomicina A1 o cloroquina)
s’utilitza generalment per incrementar la vida mitja dels autofagosomes i per tant
millorar la seva deteccid. La inhibicié de l'ultima etapa de I'autofagia permet avaluar el

que es coneix com a flux autofagic (256).

Taula 1. Métodes de mesura d’autofagia

Component diana d’autofagia Procediment

Quantificacié d’autofagosomes, identificats com a estructures

Microscopia electronica®
de doble membrana P

Relacio LC3-1l/LC3-I: mesura de flux autofagic, que

) . Western Blot (WB)**
incrementa amb la formacié d’autofagosomes

Localitzacié de LC3-Il visible a microscopi com a puntejat Immunohistoquimica, Citometria de flux,
intracel-lular Microscopia de fluoresceéncia*/**
Quantificacid dels nivells I'expressio dels gens ATG (BECN1) PCR quantitativa
1Q)uantlflcaclo dels nivells I'expressio de proteines ATG (Beclin WB, ELISA

Manipulaci6 del flux autofagic Rapamicina, Bafilomicina A1, 3-MA

* Métode estandard per a la quantificacié d’autofagosomes
**Métode estandard per a la quantificacié del flux autofagic

4.3. Superviveéncia vs. mort cel-lular

L’autofagia pot actuar com un mecanisme de pro-supervivéncia o bé dirigir processos
de mort cel-lular en funcié del context cel-lular i els estimuls rebuts (Figura 10). En
condicions normals o sota una falta controlada de nutrients, I'autofagia participa en
diverses funcions cel-lulars implicades en la supervivéncia i en el manteniment de
lhomeodstasi cel-lular: nivells basals d’autofagia s’'observen de forma constant a
gairebé tots els tipus cel-lulars, sent un procés fonamental per la provisié de nutrients
(catabolisme), generacié d’ATP, disminucié d’espécies reactives d’oxigen (mitofagia),
eliminaci6 de components apoptotics i reciclatge de components cel-lulars. El

reciclatge de material cel-lular a I'hora esta associat amb el procés d’envelliment ja que
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comporta una mort cel-lular disminuida i una major longevitat cellular. A més,
'autofagia participa en altres processos implicats en la supervivéncia cel-lular com la
degradacié directa de patdgens intracel-lulars, la diferenciacié cel-lular o la prevencio
d’apoptosi en limfocits T (257).

Per contra, quan determinades pertorbacions o senyals d'estrés porten a una
exacerbacié de la resposta autofagica s’indueix una mort independent de caspases
coneguda com a mort cel-lular autofagica o mort celllular programada tipus Il
(PCD-II) (258). La mort autofagica es caracteritza per ser una mort associada a la
formacié de vesicules de doble membrana (autofagosomes) i, a diferéencia de la mort
per apoptosi classica (mort cel-lular programada tipus | o PCD-l), no presenta
condensacié de la cromatina ni fragmentacio d’ADN o alliberament de cossos
apoptotics. L'elevat contingut d’autofagosomes durant el procés de mort per autofagia
pot arribar a superar el volum de la resta de citosol, i aquest elevat volum de vacuoles i
activitat autofagica condueix a la destruccio de la major part d’'organuls i finalment a la
mort de la cél-lula (258,259). Tot i aixd, el vincle entre autofagia i mort cel-lular és un
tema de controvérsia, i el mecanisme exacte no esta clarament definit. Alguns estudis
postulen que l'autofagia podria promoure la mort mitjancant la degradacié de proteines
implicades en la supervivéncia cel-lular o bé degut a que nivells elevats d’autofagia

resulten en un esgotament energétic de la cél-lula (Revisat a (258)).

4.4. Autofagia i resposta immunitaria

L’autofagia ha sigut recentment associada a funcions clau del sistema immunolodgic,
incloent I'eliminacié directa de patdgens, la regulacié d’activacio i diferenciacio de
cél-lules T, la implicacio en la resposta adaptativa a través de la presentacié antigénica

o el control de processos inflamatoris (260,261).
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RESPOSTA PRIMARIA: PERTORBACIONS:
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Figura 10. Diferents papers del procés d'autofagia durant la mort cel-lular programada.
L’esquema il-lustra les possibles contribucions de I'autofagia a la supervivéncia o mort d'una cel-lula
exposada a senyals d’estrés com deplecioé de nutrients o de factors de creixement. Resposta primaria: la
cél-lula inicia un procés d’autofagia amb la finalitat de mantenir la seva viabilitat. Pertorbacions: si les
senyals d’estrés no desapareixen, la cel-lula morira per apoptosi. Si el procés d’autofagia esdevé excessiu
degut a continues senyals d’estrés també s’activara una resposta de mort cel-lular per apoptosi o per
altres mecanismes (necrosi) en cas d’inactivacié de caspases. Adaptat de Debnath i Baehrecke 2005
(258)

a. Autofagia i inflamacié

De forma general s’atribueix una funcié anti-inflamatoria al procés d’autofagia, que
generalment té lloc a través de la disminucid de I'activacio de l'inflamasoma i de la
senyalitzacié d’'IFN. La interaccio entre autofagia i inflamasoma, pero, pot ser dual: per
una banda el procés autofagic inactiva l'inflamasoma degut a la continua eliminacié de
components endogens inflamatoris (ROS i ADN mitocondrial per exemple) (262,263),
perd d’altra banda l'autofagia juga un paper positiu a curt termini ajudant en
l'alliberament a I'espai extracel-lular de productes de l'inflamasoma, com IL-1(3 a través
de la secrecid no convencional via vesicules d’autofagia (264). Aixi doncs, mentre que
nivells basals d’autofagia mantenen inhibida I'activacié de [linflamasoma i la
consequient produccié de citocines pro-inflamatories, una disfuncié de l'autofagia esta
relacionada amb diverses malalties inflamatories (Revisat a (261)). Donat que la
infeccié per VIH condueix a una deplecié massiva de limfocits T CD4 i una extensa

inflamacié i que so6n diversos els estudis que han posat de manifest el paper anti-
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inflamatori de l'autofagia, es suggereix un model on la resposta cel-lular T estaria
afavorint la maquinaria autofagica per tal de disminuir aquest estat cronic inflamatori

associat al VIH (265).

b. Autofagia i resposta adaptativa

L’autofagia esta implicada en la resposta immunitaria adaptativa a través dels seus
efectes en la presentacidé antigénica, la seleccidé del repertori de cél-lules T naive,
’homeostasi de la poblacié T, la polaritzacié del compartiment CD4 i en I'afavoriment
de les funcions efectores i proliferatives dels limfocits T (266) i Revisat a (261,267). A
més, estudis recents han posat de manifest la importancia de I'autofagia durant el
desenvolupament de la poblaciéo de limfocits T CD4 i sobre les seves funcions
metaboliques i efectores (266,268-273), en la generacio eficient de cél-lules T CD8
memoria (274), i en la prevencié d’'un envelliment cel-lular prematur (275) (resumit a

Figura 11).

: Supervivéncia
HSC Pluripotent Regulacio de la seleccié positiva i negativa
Diferenciacio

Precursor ¥ Envelliment: manteniment de

Limfoide la poblacié T CD8 memaria
—
\ T memoéria
T Timoit

Degradacio de
components APC
\ T efectora

mitocondrials i baixos TEC
nivells de ROS
Mediacid de I'homedstasi d'organuls en cél-lules naive
Provisié d'intermediaris metabdlics necessaris per
I'activacid i proliferacié de cél-lules T
Supervivéncia

Manteniment de la
quiescencia i auto-
renovacio

Presentacio de
péptids citosolics i
nuclears a través
de MHC Il via
autofagia

Figura 11. Autofagia durant el desenvolupament de cél-lules T. El procés d’autofagia esta
altament implicat en les diferents etapes de la diferenciacié T, participant en la degradacié de components
mitocondrials, presentacid antigénica, aixi com supervivéncia i homeostasi cel-lular (HSC: cél-lules mare
hematopoétiques, CLP: precursors limfoides comuns, APC: cél-lules presentadores d’antigen, TEC:
cél-lules timiques epitelials). Adaptat de Bronietzki et al 2015 (267)
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Aixi doncs, donada l'elevada vinculaci®6 amb el sistema immunologic, dianes
d’autofagia estan sent considerades com aproximacions cliniques per la millora de
determinades malalties. Una resposta autofagica activada pot ser beneficiosa en
malalties neuro-degeneratives o infeccions, mentre que una inhibicié del procés podria
ser una estratégia per combatre determinats tumors (257). De la mateixa forma, en el
cas de la infeccio pel VIH, es postula I'is farmacologic de potenciadors autofagics en
combinacié amb TARGA per tal d'incrementar I'eliminacié de virus replicatius i no
replicatius via lisosomal i poder contribuir aixi a I'eradicacié del VIH. De fet, el
tractament amb vitamina D com inductor autofagic ha mostrat inhibir tant la replicacio
del VIH com de M.tuberculosis en macrofags humans a través d’un mecanisme
dependent d’autofagia (276,277), de la mateixa forma s’ha reportat I'is de rapamicina
com un immunosupressor implicat en la disminucié de 'ADN pro-viral del VIH (278) i

com a acompanyant d’agents reactivadors de la laténcia (279).

c. Autofagia com a procés anti-viral o pro-viral

Les infeccions virals son senyals d’estrés que poden activar, reduir o fins i tot inactivar
la via de mTOR per tal d’afavorir la replicacio viral (280). El paper antiviral del procés
d’autofagia inclou processos de virofagia, activacié de resposta innata a través de
I'exposicié de components virals a TLRs (Toll-like receptors) endosomals, activacio de
la resposta adaptativa a través de la presentacié d’antigens virals enddogens a MHC-II i
MHC-1 i la regulacio6 de la qualitat mitocondrial i de la produccié de radicals lliures ROS
(Revisat a (261,280,281)). Tant I'entrada viral, com la replicacié i la produccié de
proteines virals fan incrementar els requeriments energétics cel-lulars que, sumant-se
a la interaccié entre proteines de la superficie dels virions i receptors de I'hoste,
condueix a una activacié de l'autofagia. Pero la pressio selectiva sobre els virus amb el
pas dels anys ha conduit a la coevolucié de variants que han desenvolupant
estratégies per tal de manipular la maquinaria de I'autofagia al seu favor. Aixi, els virus
eviten la seva degradaci6 i afavoreixen la seva propagacio i replicacio viral a través de
l'evasidé de la captura autofagica, la supressid de la iniciacié de l'autofagia o bé
impedint la maduracié de l'autofagosoma. Per tant, també es pot atribuir un paper pro-

viral al procés d’autofagia. Els mecanismes concrets a través dels quals els virus
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evadeixen I'activitat antiviral de I'autofagia i com utilitzen aquesta via cel-lular en el seu
favor, no estan clarament definits. La interaccio entre autofagia i replicacié viral és molt
complexa, i pot variar en funcid del tipus cel-lular i la via patogénica del virus en
questidé (Revisat a (261,280,281)). Hi ha diversos virus que poden induir autofagia
independentment de la replicacio viral, com per exemple el VIH, on gp41 és suficient

per activar-la (282).

4.5. Autofagia i VIH. Rivals o aliats?

El VIH indueix una série d’alteracions a I’hoste modificant I'entorn intracel-lular per tal
d’afavorir la seva supervivéncia i propagacio, entre d’altres, utilitzant la maquinaria
autofagica de I'hoste per activar la seva propia replicacié. Les proteines gp120 i gp41
de I'embolcall del VIH (Env) indueixen una autofagia descontrolada que desencadena
en una apoptosi accelerada tant en cél-lules infectades com no infectades, sent més
evident en aquestes ultimes (283). En el cas de limfocits T CD4 productivament
infectats, el VIH és capac¢ de bloquejar l'autofagia induida per Env (Figura 12) amb
I'objectiu d’abolir I'efecte antiviral (284). Aquesta repressié d’autofagia en cél-lules T
CD4 infectades ve donada a través de la desregulacié de Beclin 1, que condueix al
bloqueig de la mort cel-lular i permet la replicacié viral: s’observen nivells reduits de
LC3-Il en cél-lules VIH-infectades observades per microscopia confocal o WB (285).
La mort de cél-lules no infectades associada al VIH es desencadena entre d’altres
mecanismes, per la interaccié entre CXCR4 present a la superficie de limfocits T CD4
no infectats i Env present a la superficie de CD4 infectats, amb la fusié dirigida per
gp41 (282). La uniéo d’Env a CXCR4 condueix a 'activacié de mTOR i a la consequent
fosforilaciéo i activaci6 de p53, que regula l'expressid i translocacid de Bax al
mitocondri, induint-se apoptosi dependent de caspases (286). L’activacié inespecifica
d’autofagia per part de VIH podria estar donada per la induccié d’estrés oxidatiu per
part de gp41, perd no esta clar si I'objectiu d’aquesta inducci6 és protegir de la mort

als CD4 o bé induir-la (285).
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Figura 12. Representacié la induccid/inhibicié del procés d’autofagia en cél-lules T CD4
infectades o no per VIH-1. El procés d’autofagia en limfocits productivament infectats es troba
bloquejat, afavorint aixi la replicacié viral. En el cas dels limfocits T CD4 no infectats (bystander) la uni6 de
CXCR4 a Env, expressat en cél-lules properes infectades per VIH, desencadena un procés d’autofagia
descontrolat que condueix a la cél-lula a una mort apoptotica, participant aixi en la immunopatogenesi de
VIH. Adaptat de Espert et. Al 2006 (283)

En limfocits T CD4 no infectats, I'apoptosi induida per autofagia pot ser inhibida
farmacoldgicament (282,283). Aquesta inhibicid podria ser beneficiosa activant les
respostes innata i adaptativa i millorant I'eficacia de vacunes. S’ha descrit un paper
favorable del procés d’autofagia en individus VIH* no progressors, en els quals s’ha
observat una major activitat autofagica relacionada directament amb una millor
supervivencia cel-lular, i podria jugar un paper clau en la limitacid de la deplecio
limfocitaria induida per VIH (265). Per tant, 'apoptosi dependent d’autofagia en
cél-lules no infectades pot contribuir a la deplecié de limfocits T CD4 i podria estar
implicada en la pobra recuperaci6 immunoldgica observada en individus

immunodiscordants.
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En individus immunodiscordants, el tractament TARGA aconsegueix reduir a nivells
indetectables la carrega viral perd no aconsegueix incrementar favorablement el nivells
de cél-lules T CD4. Aquests individus presenten un perfil esbiaixat en la maduracio
dels limfocits T, alts nivells d’activacio, senescencia i esgotament immunitari, encara
que es desconeix si aquests canvis fenotipics també estan associats a canvis en la
funcionalitat cel-lular. Els canvis fenotipics juntament amb una disminucié en la
funcionalitat del sistema immunitari podrien ser les causes de les taxes de mortalitat i
morbiditat elevades observades en individus immunodiscordants.

Diversos parametres s’han correlacionat amb la manca de recuperacié del recompte
de cél-lules T CD4, entre ells la coinfecci6 amb CMV. La infeccié amb CMV indueix un
estat d’activacié immunitaria persistent provocant importants canvis funcionals i
fenotipics al compartiment de limfocits T. En individus immunodiscordants s’ha descrit
que la infecci6 amb CMV podria estar jugant un paper en l'augment d’activacio
immunitaria , perd no s'ha descrit si altres pertorbacions associades a la coinfeccié
podrien tenir també implicacions en la resposta immunodiscordant. Per tot aix0 ens

plantegem el seglient objectiu:

OBJECTIU 1. Analitzar la funcié cel-lular del compartiment T en individus
VIH* viroldgicament suprimits immunoconcordants i immunodiscordants
aixi com en individus VIH-negatius.
- Analitzar la funcionalitat de la resposta immunitaria global utilitzant una
estimulacio policlonal.
- Analitzar la funcionalitat de la resposta immunitaria especifica contra CMV i
VIH.
- Correlacionar la resposta CMV-especifica amb el perfii de maduracié de

cél-lules T.

La infeccié pel CMV es caracteritza per alternar una infeccié latent amb periodes de
reactivacié que resulten en un increment en la resposta immunoldgica, tant humoral
com cel-lular. Aquesta resposta exacerbada es tan beneficiosa com nociva per I'hoste,
ja que és protectora en front a la malaltia desenvolupada pel CMV perd al mateix

temps té multiples efectes perjudicials. Aixi, la resposta immunoldgica contra el CMV
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esta associada amb desordres cardiovasculars i mortalitat elevada tant en individus
VIH* com en poblacié no infectada. En individus VIH*, els nivells d’anticossos IgG anti-
CMV s’han associat amb malaltia cardiovascular, deteriorament de la funcié fisica,
progressio de la infeccid pel VIH i activacié cel-lular. El paper que la immunitat humoral
té en la resposta immunodiscordant al tractament no ha sigut avaluada, per aixo6 ens

plantegem el seglient objectiu:

OBJECTIU 2. Avaluar I'associacié entre la resposta humoral anti-CMV i

la pobra recuperacié immunoldgica en individus VIH* immunodiscordants.

- Avaluacio de la seroprevalenca i associacié entre la magnitud de la resposta
IgG contra CMV i variables de recuperacié immunologica.

- Determinacié del grau de reactivacions virals a través de I'estudi de la resposta

humoral.

La pobra recuperacid immunoldgica dels individus immunodiscordants ha estat
ampliament estudiada. Entre els diversos factors que s’han associat amb aquesta
resposta immunodiscordant al tractament, un increment en I'apoptosi de cél-lules T
CD4 ha estat descrit per diferents autors. El procés d’autofagia té una elevada
implicaciéo en la resposta immunitaria contra patdogens, jugant un paper clau en la
infeccié pel VIH inhibint la seva replicacié en céllules T CD4 infectades i induint
I'apoptosi quan la infeccidé és abortiva. A més, I'autofagia esta altament associada a
processos inflamatoris i de diferenciacié i supervivéncia cel-lular. Per tant, el procés
d’autofagia podria estar jugant un paper important en la resposta immunodiscordant al

tractament i per aixo ens plantegem el seguent objectiu:

OBJECTIU 3. Estudiar la implicacié del procés d'autofagia en la pobra
recuperaciéo immunolodgica d’individus VIH* immnunodiscordants.
- Determinacié de la capacitat autofagica dels limfocits T CD4 i associacié amb

parametres de recuperacié immunologica.
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Abstract

Poor CD4* T-cell recovery after antiretroviral treatment (ART) has been associated with
skewed T-cell maturation, inflammation and immunosenescence, however T-cell
functionality in those individuals has not been fully characterized. In the present study,
we assessed T-cell responses to polyclonal, CMV and HIV stimuli in a group of CMV-
seropositive HIV-infected individuals with different CD4* T-cell recovery upon
virologically suppressive ART. A group of CMV-seropositive HIV-uninfected individuals
were also included as controls. Frequency, functional capacity and differentiation
profile of CD4* and CD8* responding T cells were compared among groups. Following
polyclonal stimulation with PMA/ionomycin, T-cell polyfunctionality was preserved in
individuals with low CD4* T-cell recovery (immunodiscordant individuals). The
magnitude of total IFN-y* CD8* and IL-2* CD4* T cells in response to CMV was higher
in immunodiscordant than in immunoconcordant or HIV-seronegative individuals.
Increased frequency of CMV-specific responses were observed in several CD4* T-cell
memory subsets and were associated with the distribution of the memory CD4* T-
compartment in a group dependent manner. Interestingly, the differentiation pattern of
CMV-specific T cells was strongly dependent of the CMV antigen used and the HIV
serostatus but not to the CD4* T-cell recovery. HIV-specific CD4* T-cell response was
not reduced in immunodiscordant individuals as compared to immunoconcordant
individuals. In conclusion, CD4* and CD8* T-cell polyfunctionality was not reduced in
immunodiscordant individuals, however, heightened CMV-specific immune response
may be contributing to the skewed T-cell maturation and the higher risk of clinical

progression observed in those individuals.
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Introduction

Combination antiretroviral therapy (cART) with effective control of viral replication and
subsequent immunologic reconstitution has dramatically improved the health of HIV-
infected individuals, resulting in a reduction of HIV-related morbidity and mortality [1].
However, despite persistent virus suppression, about 15-30% of treated HIV-infected
individuals fail to achieve optimal CD4* T-cell reconstitution, referred as immunological
non-responders or immunodiscordant individuals [2, 3]. Several factors have been
associated with a poor CD4* T-cell immune recovery (reviewed in [4]), among others
altered thymic production [5, 6], low nadir CD4 counts [7], older age [8], high levels of
immune activation [5, 7, 9] and increased cell death [5, 7]. Additionally,
immunodiscordant individuals show a skewed T-cell maturation profile [10-13],
increased expression of markers of replicative senescence (CD28*CD57%) [6, 13, 14]
and high frequencies of programmed cell death protein-1 (PD-1)-expressing CD4* T
cells [5, 15], a phenotype associated with immune exhaustion, and defined by loss of
effector functions and proliferative capacity. However, it is unclear how these changes
affect the functional diversity (ie, polyfunctionality) of CD4* and CD8* T cells in
immunodiscordant individuals.

Cytomegalovirus (CMV) infection in healthy individuals is usually asymptomatic and
results in latent infection. CMV co-infection is highly prevalent in the HIV-infected
population (between 75 and 100%) [16, 17] and episodes of CMV-reactivation are
increased, affecting morbidity and mortality [18]. CMV infection is also associated with
significant changes in the composition of the T-cell repertoire, accelerated T-cell
immunosenescence and immune exhaustion [19, 21]. In particular, CMV has been
described as a major contributor to the increased immune activation and senescence
observed in HIV* individuals with poor CD4* T-cell recovery [22]. Furthermore,
increased CMV-specific antibodies and/or T cells have been associated with
atherosclerosis and impaired CD4* T-cell reconstitution in HIV-infected individuals on
treatment [23-26]. However, CMV-specific T-cell responses in individuals with poor
CD4* T-cell recovery have not been completely characterized.

We hypothesized that skewed CD4* T-cell maturation and increased exhaustion could

be factors contributing to an impaired T-cell polyfunctionality in immunodiscordant
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individuals. Therefore, in the present study we analyzed cellular immune response of
CMV-seropositive HIV-infected individuals with different CD4* T-cell recovery upon
virologically suppressive cART. The frequency, functional capacity and differentiation
profile of CD4* and CD8* T cells after PMA and ionomycin, CMV and HIV stimulation
was evaluated. In order to characterize more accurately the CD4* T-cell functionality,
the most impaired population in immunodiscordant individuals, different CMV antigenic
preparations optimal for stimulating a robust response especially from CD4* T cells [27-

31] were included.

Methods

Subjects

A total of 43 HIV-infected individuals were recruited for the study. Inclusion criteria for
all participants were confirmed diagnosis of HIV infection, continuous cART with
sustained undetectable HIV-1 RNA (plasma viral load <50 copies/ml) for at least the
past 2 years (minimum of four determinations during this time period) and good
antiretroviral treatment (ART) adherence. Individuals were classified as
immunoconcordant (favorable virologic and immunologic response) when CD4* T-cell
counts were above 400 cells/uL and as immunodiscordant individuals (favorable
virologic response but unsatisfactory immunologic response) if CD4* T-cell counts were
persistently less than 350 cells/uL. For comparative purposes a control group of 21
HIV-uninfected individuals was also analyzed. The institutional review board of the
Hospital Germans Trias i Pujol approved the study (EO code: EO-07-024). The
methods were carried out in accordance with the Declaration of Helsinki. Written

informed consent was obtained from all participants.

Determination of anti-CMV IgG levels

The CMV-specific I1gG antibodies were measured using the semi-quantitative
chemiluminiscent immunoassay (Synlab Diagnostics, Barcelona, Spain). Samples
determined as <12U/ml were considered negative, determinations between 12 and

14U/ml were undetermined, and >14U/ml were considered positive samples.
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CMYV viral load detection by RT-PCR

CMV viral load was detected by extraction of DNA from urine samples (QIAmp Viral
DNA Kit, Qiagen) and analyzed by real time PCR (Realquality RQ-CMV AB Analitica)
according to the manufacturer’s instructions (AB Analitica). The assay detected CMV

DNA in a linear range from 600 copies/mL to 6x108 copies/mL.

Analysis of polyfunctionality of T cell responses

EXx vivo expression of IFN-y, IL-2 and TNF-a by CD4* and CD8* T cells was assessed
by multicolor flow cytometry analysis. In brief, freshly isolated PBMCs (2x10°¢ cells per
condition) were stimulated in polypropylene tubes with (i) PMA (6.25ng/mL) plus
ionomicyn (0.6uM), (ii) a purified CMV viral lysate (0.5ug/ml, ZeptoMetrix, Buffalo, NY),
(iii) a pool of overlapping peptides (15-mer) covering the whole HCMV pp65 protein
(30pg/ml, obtained through the NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID,
NIH) [31-33] (iv) a recombinant CMV-pp65 protein (7.5 pL per sample, Milteny Biotec,
Madrid, Spain), (v) a recombinant HIV p24 capsid protein (5.5 ug/ml, Protein Sciences
Corp) or (vi) left unstimulated in the presence of anti-CD49d and anti-CD28 (1ug/ml,
Becton Dickinson). After 2 hours of incubation at 37°C, Brefeldin A and Monensin were
added according to the instructions of the manufacturer (both from Becton Dickinson)
and cells were incubated for an additional 6h. Cells were then washed and labeled with
the Fixable Yellow Dead Cell Stain Kit (Invitrogen) to identify dead cells, washed and
stained with the following extracellular antibody combination: V450-CD3, V500-CD8,
Alexa700-CD45RA, PE-Cy7-CCR7 and BV605-CD27 (all from Becton Dickinson) and
eFluor650-CD4 (e-Biosciences). Subsequently, cells were fixed and permeabilized with
Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson) and intracellular staining was carried out with
FITC-IFN-y, APC-IL-2 and PE-TNF-a (all from Becton Dickinson). After intracellular
staining, cells were washed and acquired in LSR-Fortessa flow cytometer (Becton

Dickinson) in the Cytometry Core Facility at Germans Trias i Pujol Research Institute.

Analysis of flow cytometry data
Flow cytometry data were analysed using FlowJo software (9.8v; TreeStar, Portland,
OR, USA). Initial gating was performed on the forward scatter height vs. forward

scatter area to remove doublets, and then living T lymphocytes were gated according
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morphological parameters and cell viability followed by identification of CD4* and CD8*
T cells (Figure S1). Mitogen PMA/ionomycin stimulation leads to a rapid
downregulation of membrane expression of CD4*[34, 35], therefore CD3* CD8- T cells
were used to analyzed the CD4* T-cell response in the non-specific analysis. Finally,
CD4* and CD8* T-cell subpopulations were identified by the expression of CD45RA,
CCR7 and CD27 (Figure S1). For the cytokine production analysis, individual gates
(set on the basis of the unstimulated control) were made to identify positive responses
(Figure S1). FlowJo Boolean gating was performed to create a full array of possible
combinations of up to 8 response patterns from the CD4* and CD8* T-cell gate.
Positive responses were reported after background correction and with at least 40
events. Polyfunctionality was represented visually using Pestle (v1.7) and SPICE
(v5.35) software (provided by the National Institutes of Health, Mario Roederer,
ImmunoTechnology Section, Vaccine Research Centre, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) [36]. In addition to SPICE analysis, we used the polyfunctional
index (Pl) defined by Larsen et al. [37] (Funky Cells Toolbox; [38]), which numerically
evaluates the degree and variation of polyfunctionality and allows comparative
statistical tests.

Differentiation profile of IFN* and IL-2* CD4* and CD8* T cells were created by FlowJo
Boolean gating and subsequent SPICE analysis. In addition, functionality of each of the
CD45/CCR7/CD27 differentiation subsets was assessed by the determination of IFN-y*
and IL-2* cells within those subsets. In the CMV- and HIV-specific response we do not
report on TNF-a production to avoid false-positive results because a low signal-to-

background ratio was found in the staining.

Statistical analysis

Statistical analysis and graphical presentation were performed using Prism software
(5.0av; GraphPad). To compare pie charts, we used the SPICE permutation (10,000
permutations) analysis. Mann-Whitney U nonparametric test was used for comparing
data among specific responses (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Spearman’s

correlation coefficient was calculated to identify associations between variables.
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Results

Participant characteristics

A total of 43 HIV-infected individuals were included: 25 participants were classified as
immunoconcordants and 18 as immunodiscordants (Table 1). Both HIV-infected
groups were similar in age, gender, prevalence of HCV, time since diagnosis and
treatment conditions (Table 1). As per inclusion criteria, significantly lower absolute
CD4* T-cell counts were observed in the immunodiscordant group than in the
immunoconcordant group. In addition, also lower nadir CD4* T-cell counts and CD8* T-
cell counts were observed in the immunodiscordant group. Although not significant, a
higher proportion of CMV-seropositive (CMV*) individuals were found in the HIV-
infected group than in the HIV-uninfected control group. None of the participants had

detectable CMV viral load in urine samples as assessed using quantitative CMV-PCR.

Impact of CMV on T-cell maturation and polyfunctionality

Previous studies have demonstrated phenotypic and functional changes in T cells
induced by CMV infection [19, 39-43]. Accordingly, we observed a significant impact of
CMV serostatus in the phenotypic distribution of CD4* and CD8* T cells (p=0.04 and
0.01, respectively). CMV-seropositive HIV-uninfected individuals showed decreased
naive cells and increased CD27- subsets (late Tem and Tewmra cells) than CMV-
seronegative (Figure 1A). Moreover, significant differences in the polyfunctional profile
after PMA/lonomycin stimulation of CD4* T cells (p=0.05), and a trend in CD8* T cells,
was also observed between CMV-seropositive and CMV-seronegative HIV-uninfected
individuals (Figure 1B). Phenotypic and functional changes by CMV infection in the
HIV+* ART-treated population could not be analyzed because the low number of
HIV*CMV- individuals recruited. However, to avoid the bias induced by the potential
immunological impact of CMV infection, only CMV-seropositive individuals were

included for the rest of the analyses.
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Polyfunctional profile of CD4* and CD8* T-cell responses according to
CD4* T-cell recovery

To evaluate the T-cell functional diversity in the three analyzed groups (HIV-negative,
HIV* immunoconcordant and HIV*immunodiscordant), frequencies of CD4* and CD8*
T cells that expressed IFN-y, IL-2 and TNF-a following the strong non-specific
stimulation with PMA/ionomycin were evaluated (Figure 2). CD4* T cells from
immunodiscordant subjects secreted slightly higher, but not significant total levels of
IFN-y and similar IL-2 and TNF-a levels than HIV-negative and immunoconcordant
individuals (Figure 2A, Panel CD4). Consistently, no significant differences between
the three groups were observed when the polyfunctional index (Figure 2B, Panel CD4)
or the SPICE polyfunctional profile (Figure 2C, Panel CD4) was compared among
groups. However, in a more detailed analysis, the immunodiscordant group showed an
increase in all the IFN-y* subsets, reaching statistical significance in the bifunctional
subset displaying IFN-y and IL-2 and the subset producing IFN-y alone. Conversely, a
lower proportion of the monofunctional IL-2* subset was found in the immunodiscordant
group compared with HIV-uninfected individuals (Figure 2C, Panel CD4).

Likewise, immunodiscordant individuals showed a significant higher proportion of total
CD8* T cells producing IFN-y in comparison with immunoconcordant individuals
(p=0.05) with no differences in the polyfunctional index or in the SPICE polyfunctional
CD8* T cell profile between groups (Figure 2, Panel CD8). All these data suggest that,
after a global stimulation, the CD4* and CD8* T-cell polyfunctionality profile is
preserved in immunodiscordant individuals compared with immunoconcordant and
HIV-negative individuals, although a skewed response towards high IFN-y production

could be observed in immunodiscordant individuals.

Functional T-cell response mediated by IFN-y and IL-2 against CMV and
HIV

To further investigate the functional properties of the different groups of individuals,
CMV-specific immune responses (IFN-y and IL-2 production) were analyzed. Three
different CMV antigens were used: a whole CMV viral lysate, containing a high

diversity of T-cell epitopes, a pp65 peptide pool, and the pp65 recombinant protein.
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A similar pattern of total IFN-y* and IL-2* CMV-specific CD4* and CD8* T cells was
observed in response to all the CMV antigens used, although the magnitude was
different between antigens in the two T-cell populations (Figure 3). As expected, the
IFN-y response was higher in CD8* T cells than in CD4* T cells after stimulation with all
the stimuli and the proportion of IFN-y * cells, in both CD4* and CD8* T cells, exceeded
that of IL-2* cells. Between groups, a tendency to higher total IFN-y-secreting cells in
the immunodiscordant group was observed, although only in CD8* T cells stimulated
with CMV viral lysate reached significant differences in comparison with the HIV-
negative group (p=0.015) (Figure 3). The proportion of total IL-2* pp65 peptide pool-
specific CD4* T cells was significantly increased in both immunoconcordant and
immunodiscordant individuals in comparison with the HIV-negative group (p=0.034 and
p=0.008 respectively). IL-2* CD4* T cells were also significantly higher in
immunodiscordant than in immunoconcordant individuals after CMV viral lysate
stimulation (p=0.046). In CD8* T cells, an increase of IL-2* cells was observed in
immunoconcordant individuals in comparison to both immunodiscordant and the HIV-
negative group in presence of CMV pp65 peptide pool (p=0.046 and p=0.042
respectively). Furthermore, an association between cellular and humoral CMV-specific
immune responses was found. Higher CMV IgG levels were observed in
immunodiscordant individuals with a significant association between IL-2* CMV-specific
CD4* T-cell response and the anti-CMV IgG titers (Spearman r=0.34; p=0.03) (data not
shown. Gomez-Mora et al, Manuscript submitted).

Regarding HIV-specific responses, after stimulation with the HIV-1 p24 recombinant
protein, the mean frequency of HIV-specific CD4* T cells was lower that the CMV-
responses and no differences were observed between immunoconcordant and
immunodiscordant individuals (Figure 3). The CD8* T cell response to the HIV p24
recombinant protein appeared to be negligible with a mean frequency of 0.016 of the
total CD8* subset responding to the protein. Thus, the results obtained by the analysis
of distinct CMV Ag-specific responses indicated that an increased CMV-specific
response could be observed in HIV-positive individuals and the response was highest

in immunodiscordant individuals.
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Figure 3. Functional CD4* and CD8* T-cell responses to CMV and HIV antigens. PBMCs
were stimulated with different CMV antigenic preparation and the HIV p24 recombinant protein. The
specific CD4* and CD8* T-cell responses were measured by flow cytometry in HIV-uninfected individuals
(blue bars), immunoconcordant individuals (green bars) and immunodiscordant individuals (red bars).
Response magnitudes are reported as the percentages of CD4* and CD8* T cells producing IFN-y and IL-
2 after background subtraction. Bars indicate mean values +SEM. Individual data of all subjects are
represented by dots. Differences were tested using Mann-Whitney U nonparametric test (*p<0.05).

Functional analysis of different memory CD4* and CD8* T-cell subsets

A skewed T-cell maturation has been described in individuals with poor immune
recovery [10-13]. In our study, the overall profile of CD4* and CD8* T-cell maturation
was significantly different between immunodiscordant and immunoconcordant
individuals, with a significant decrease in the percentage of both naive CD4* and CD8*
T cells and an increase in different memory subsets (Figure S2). To determine whether
this disturbed maturational profile is also accompanied by changes in functionality, we
next evaluated the capacity to produce IFN-y and IL-2 after CMV or HIV p24 stimulation
of different memory CD4* and CD8* T-cell subsets. Remarkably all memory CD4* T-
cell subsets of immunodiscordant individuals were functional, able to produce IFN-y
and IL-2 after CMV stimulation. Moreover, increased proportions of IFN-y * and IL-2* in
CD4* Tcm (p=0.016 compared to HIV-individuals) and CD4* Temra early memory CD4* T-
cell subsets (p=0.036 and to HIV-uninfected and

p=0.002 compared
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immunoconcordant individuals respectively) were observed in immunodiscordant
individuals. A similar profile was observed for CD4* T cells with a naive phenotype both
in IFN-y (p=0.034 and p=0.006 compared to HIV-uninfected and immunoconcordant
individuals  respectively) and IL-2 frequencies (p=0.007 compared to
immunoconcordant individuals) (Figure 4). The same differences were found with all
the CMV preparations used. No significant changes were observed in the CD8* T-cell
population (data not shown).

Several memory CD4* T-cell subsets produce IFN-y and IL-2 after p24 stimulation in
both immunoconcordant and immunodiscordant individuals, and again, higher
frequency of CD4* HIV-specific T cells producing IL-2 with a naive phenotype was
observed in immunodiscordant individuals compared with immunoconcordant
individuals (Figure 4).

As shown in Figure 1, CMV-seropositivity negatively impacts on the proportion of T
naive cells and positively impacts on the frequency of effector memory T cells in HIV-
uninfected individuals [44]. Accordingly, in HIV-uninfected individuals we observed a
strong negative correlation between the CMV-total response (defined as the mean of
the sum of the IFN-y and IL-2 frequencies from different CMV antigens) and the
proportion of CD4* naive T cells (Spearman r=-0.9; p<0.0001) and a positive
correlation with the proportions of both CD4* early and late Tem cells (Sperman r=0.87;
p<0.0001 and Spearman r=0.78; p=0.002) (Figure 5). In contrast, this clear effect
seems to be perturbed in HIV* individuals. Indeed, no correlation between the CMV-
total response and the proportion of naive CD4* T cells in the HIV-infected population
was found. The correlation with the proportion of CD4* Tewm eary Cells was also lost in
immunoconcordant individuals and was reversed in immunodiscordant individuals
showing a significant negative value (Sperman r=-0.61; p=0.03). Analysis of other
memory subsets showed a significant positive correlation with the frequency of CD4+*
Temiate cells (Spearman r=0.61; p=0.02) and a trend with the proportion of CD4* Temra
ate Cells (Spearman r=0.55; p=0.05) was observed (Figure 5). No associations were
observed between the CMV-response and the composition of the CD8* T-cell

compartment in any of the studied population.
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Figure 4. Functionality of CMV and HIV-specific memory CD4+ and CD8* T-cell subsets.
The differential expression of CD45RA, CCR7 and CD27 by CD4* and CD8* T cells was analyzed by
boolean gating. Based on the expression of these surface markers we were able to discriminate eight
different subpopulations expressing each possible combination of markers: naive (Tn,
CD45RA*CCR7+*CD27*), central memory (Tcm, CD45RA-CCR7+*CD27*), early and late effector memory
(TeM eary, CD45RA-CCR7-CD27* and Temlate, CD45RA-CCR7-CD27-,), and early and late effector memory
re-expressing CD45RA T cells (Temra early, CD45RA*CCR7-CD27+* and Temra late, CD45RA*CCR7-CD27").
Other intermediate phenotypes (CD45RA*CCR7*CD27- and CD45RA-CCR7+CD27-), which can not as yet
be ascribed to a specific subpopulation or to a functionally unique subset, observed in low percentages are
not shown. The frequency of IFN-y * and IL-2* CMV and HIV-specific T cells across distinct subsets are
shown. Individual data of all subjects are represented by dots: HIV-uninfected individuals (blue dots),
immunoconcordant individuals (green dots) and immunodiscordant individuals (red dots). The mean and
tukey ranges are shown for each group. Differences were tested using Mann-Whitney U nonparametric
test (*p<0.05, **p<0.01).
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Figure 5. Associations between total CMV-specific CD4* T-cell response and CD4* T-cell
subsets. Correlations between total CMV-specific response (Median of total response IFN-y and IL-2
production of all CMV antigens used) and CD4* T cell subsets are represented. Linear correlation
(Spearman) r and p-values are shown.

Characterization of CMV and HIV-specific CD4* and CD8* T-cell
differentiation profile

Finally, an analysis of the differentiation profile of CMV-specific CD4* and CD8* T cells
and HIV-specific CD4* T cells was performed. No differences between the patterns of
response to the pp65 peptide pool and the pp65 protein were observed, therefore only
the responses to the pp65 peptide pool, the CMV viral lysate and the HIV-1 p24
recombinant protein are shown (Figure 6 and Figure S3 for IFN-y and IL-2,
respectively). CMV-specific IFN-y-producing CD4* T cells in HIV-negative individuals

showed a similar phenotypic pattern of responses with all the stimuli used, with most of
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the cells displaying a Tem phenotype with an equal response of Tem ecarly and Temiate Cells
(Figure 6). Conversely, in HIV-infected individuals a different pattern of response was
observed with the different CMV antigenic preparations. The viral lysate-specific CD4*
cells, in both immunoconcordant and immunodiscordant HIV* individuals, was
significantly skewed towards Tem e Cells compared with the differentiation pattern of
pp65 peptide pool-specific IFN-y * cells. Similarly, differences were found in the profile
of CMV-specific CD8* IFN-y * cells (Figure 6) and in CD4* and CD8*-specific IL-2* T
cells responding to different CMV stimuli and among groups (Figure S3). However, it is
important to note that no significant differences were found between immunodiscordant
and immunoconcordant individuals with any of the CMV antigens (Figure 6 and Figure
S3). Regarding HIV-specific response, the differentiation profile of both IFN-y* and IL-
2* HIV-specific CD4* T cells was significantly different to that of CMV, but no
differences were observed between immunoconcordant and immunodiscordant
individuals. Therefore, immunodiscordant subjects despite displaying a skewed T-cell
maturation profile do not present alterations in the differentiation pattern of either CMV-

or p24-specific T cells in comparison with immunoconcordant individuals.

Discussion

This study provides an analysis of T-cell functionality in a group of HIV-infected
individuals with different CD4* T-cell recovery upon virologically suppressive cART.
CMV infection, in addition to shape the naive and memory T-cell repertoire [19, 39-43],
appears to be associated with accelerated T-cell immunosenescence and immune
exhaustion, both phenotypes associated with reduced T-cell functionality [19-21].
These CMV-induced phenotypic and functional changes were corroborated in our HIV-
uninfected population, with higher level of differentiated CD4* and CD8* T cells and
differences regarding cytokine production in CMV-seropositive individuals compared
with CMV-seronegative individuals. Therefore, CMV-seronegative individuals were
excluded to avoid the bias in the analysis of functionality of mixed populations (CMV-
seropositive and CMV-seronegative individuals) and should be taken into account in
future phenotypic and functional characterizations. Indeed, the phenotypic

characterization of immunodiscordant individuals, in accordance with our previous
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reports, showed a decrease in the percentages of both naive CD4* and CD8* T cells
and an increased frequencies of in mature T cells in comparison with the
immunoconcordant group, although the differences were lower than in our previous
studies [7, 13] likely due to the exclusion of the CMV-seronegative individuals in the
present study. Differences with the HIV-uninfected group were also found, however we
cannot exclude that the difference with this group, mainly the decrease in naive T cells,
could be also associated with the older age of the HIV-infected population.

After the non-specific polyclonal stimulation with PMA/ionomycin, a robust production
of IFN-y, IL-2 and TNF-a was displayed in all individuals. Remarkably, CD4* and CD8*
T-cell polyfunctionality was not reduced in immunodiscordant individuals compared
with immunoconcordant and HIV-negative individuals suggesting that the homeostatic
alterations and the increased replicative senescence or exhaustion observed in
immunodiscordant individuals per se may not be linked to reduced polyfunctionality. A
similar paradox has been reported in healthy older people, who maintain
polyfunctionality despite phenotypic alterations, as compared to younger people [45,
46]. Quantitatively, immunodiscordant individuals showed a significant enrichment in
IFN-y-producing CD4* and CD8* T cells and a decrease in monofunctional IL-2-
producing T cells as compared with immunoconcordant and HIV-negative individuals.
A potential cause could be the disturbed maturational profile displayed by the
immunodiscordant individuals; the enrichment in highly-differentiated cells and the low
proportions of naive T cells as IFN-y is primarily produced by differentiated memory
cells and IL-2 by naive and central memory T cells [47]. Potential consequences of the
alteration in IFN-y production could be associated with its polyfunctional effects on
immune activation and pro-inflammatory responses by sustaining the chronic immune
activation and the apoptosis sensitivity associated with HIV infection (reviewed in [48]).
On the other hand, IL-2 is a central regulator of T-cell proliferation, activation and
differentiation [49, 50], thus, slight differences in IL-2 production, also reported by
others [12, 51] might be contributing to the poor immune recovery and skewed T-cell
maturation observed in immunodiscordant subjects.

CMV-specific T-cell responses are higher in HIV-infected individuals than in HIV-

uninfected individuals, particularly those receiving antiretroviral therapy [23, 52]. In our
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study, HIV-infected subjects showed a tendency towards higher proportions of CMV-
specific IFN-y and IL-2 secreting CD4* and CD8* T cells than HIV-uninfected
individuals. In addition, we also found changes in the differentiation profile of CMV-
specific T cells between HIV-infected and -uninfected individuals stimulated with viral
lysate. All these data suggest that HIV-infected individuals could have a different
pattern of CMV protein expression, maybe relate to recurrent episodes of subclinical
viral reactivation and which could result in higher CMV-specific responses and a
change of CD4* T-cell immunodominance. No differences were observed after
stimulation with pp65 (peptide pool or protein) in concordance with previous reports
showing that the CMV antigen used has a marked influence on the functional
phenotype of specific T cell [52-54]. In the HIV-infected population, the highest CMV-
specific T-cell responses were found in immunodiscordant individuals in line with
previous work reporting that strong anti-CMV responses are associated with lower
CD4* T-cell counts [24]. Moreover, in immunodiscordant individuals the increase in the
size of the T-cell response to CMV was associated with an increased proportion of
several CD4* T-cell memory subsets responding to CMV having also an impact in the
entire memory CD4* T-cell subset distribution. Consistent with a previous report [44] a
correlation between the degree of T-cell differentiation and the size of the CMV-
response was observed in HIV-uninfected individuals. However, in contrast with
immunoconcordant individuals in whom CMV infection does not seem to have an
important role in the CD4* T-cell distribution, in immunodiscordant individuals CMV
infection could be involved in the observed skewed T-cell maturation.

The heightened T-cell response against CMV observed in immunodiscordant
individuals is not necessarily beneficial. In our study, an association between CMV-
specific T-cell response and anti-CMV IgG antibodies was observed with higher level of
anti-CMV IgG antibodies in immunodiscordant individuals (data not shown. Manuscript
submitted). It has been demonstrated that circulating anti-CMV IgG antibodies and
CMV-specific T-cell responses are associated with cardiovascular diseases and
physical function impairment [23, 25, 26, 55], suggesting that in HIV* individuals with
poor CD4* T-cell recovery the high CMV-specific response, probably due to episodes

of CMV reactivation, may have an impact in the higher mortality and morbidity
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observed in those individuals.

As expected, when compared to CMV, low HIV-1-specific CD4* T cells were detected
in most HIV-infected ART-treated individuals [56-58], with a distinct differentiation
profile [59-61]. It has been previously shown that individuals with poor CD4* recovery
have reduced Gag-specific IFN-y ELISPOT response [11] and poor CD8*
lymphoproliferative responses to Gag [51]. Using a p24 protein, we did not find any
difference in the IFN-y* HIV-specific immune response between immunoconcordant
and immunodiscordant individuals. Surprisingly we found increased frequencies of IL-
2* HIV-specific CD4* T cells with a naive phenotype in immunodiscordant individuals. It
has been reported that higher frequencies of HIV Gag-specific IFN-y*IL-2* CD4* T cells
are strongly associated with higher cell-associated HIV DNA levels in HIV controllers
[62]. In cART-treated HIV-positive individuals a trend for association between HIV-
specific CD4* T cells expressing IL-2 and the total HIV DNA in resting CD4* T cells has
also been described [63]. Therefore, the higher levels of proviral DNA that have been
found in immunodiscordant individuals [64] could be associated with a higher
percentage of IL-2* HIV-specific CD4* T cells, which are more likely to be infected with
HIV [57]. The use of a protein instead of a pool of peptides only allowed us to evaluate
the HIV-specific CD4* T-cell responses, so we can not rule out that there are also
differences in the IFN-y production by CD8* T cells between immunodiscordant and
immunoconcordant individuals.

One limitation of this study is the low number of individuals analyzed, especially for the
study of HIV-specific responses. In addition, polyfunctionality (measured by the
expression of IFN-y, IL-2 and TNF-a) was only determined following the non-specific
stimulation. A polyfunctional profile, including cytolytic markers as perforin and
granzyme B and the degranulation marker (CD107), have not been analyzed and it has
been demonstrated that the highly polyfunctional antigen-specific cells are the most
potent effectors and that could be correlated with clinical outcome [65-67].

Taken together, our results indicate that HIV-infected ART-suppressed individuals with
poor immune recovery displayed a maintained global T cell polyfunctionality despite
having severe homeostatic alterations and increased levels of replicative senescence

and exhaustion. Furthermore, in immunodiscordant individuals, asymptomatic CMV
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infection, that has been previously described as a major contributor to the increased
immune activation and senescence resulted in a heightened CMV-specific immune
response that may be contributing to the skewed T-cell maturation and the higher risk
of clinical progression observed in those individuals. Monitoring CMV-specific
responses in immunodiscordant individuals could help to identify individuals at clinical

risk, as suggested also for elder HIV seronegative individuals.
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Abstract

Some HIV-infected c-ART-suppressed individuals show incomplete CD4* T-cell
recovery, abnormal T-cell activation and higher mortality. One potential source of
immune activation could be coinfection with cytomegalovirus (CMV). Humoral response
to CMV (IgG and IgM levels), immune activation, inflammation and T-cell death in c-
ART-suppressed individuals with CD4* T-cell counts >350cells/pL (immunoconcordant,
n=133) or <350 cells/uL (immunodiscordant, n=95) was analyzed to evaluate the
impact of CMV humoral response on immune recovery. 27 HIV-uninfected individuals
were included as controls. In addition, the presence of CMV IgM antibodies was
analyzed in 58 immunoconcordant and 66 immunodiscordant individuals
retrospectively. Higher CMV IgG levels were observed in individuals with poor immune
reconstitution (p=0.0002). CMV IgG responses were inversely associated with nadir
CD4* T-cell count values (p<0.0001) and with the percentage and absolute CD4*
counts (p<0.0001 and <0.0001, respectively); conversely, CMV IgG responses were
positively correlated with activation and death markers in CD4* T-cells (CD4*HLA-DR*
p=0.01; death p=0.0007), activated memory CD8* T-cells (CD45RA-CD38*, p=0.006)
and plasma sCD14 levels (p=0.02). Longitudinal analysis revealed a higher frequency
of IgM* samples in individuals with poor CD4 cell recovery, with an association
between the presence of IgM and the level of IgG (p<0.0001) and cell death (p=0.04).
The magnitude of the humoral immune response to CMV is associated with the nadir
CD4 T-cell count, inflammation, immune activation and CD4* T-cell death, suggesting
that CMV infection could be a relevant driving force in the increased morbidity/mortality

observed in HIV* individuals with poor CD4* T-cell recovery.

Key words: CMV, anti-CMV IgG, anti-CMV IgM, CMV reactivation, HIV-treated,

immunodiscordant individuals, immunological recovery
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Introduction

Combination antiretroviral therapy (c-ART) has dramatically improved the health of HIV-
infected individuals. However, even for those HIV-infected individuals who are
successfully treated, life expectancy remains reduced, particularly for individuals who fail
to recover CD4* T-cell counts [1]. These individuals, called immunodiscordants or
immune non-responders, show higher levels of immune activation, inflammation, and
immunosenescence, and they have a higher risk of AIDS-related and non-AlDS-related
mortality and morbidity than immunoconcordant individuals, i.e., those who successfully
recover normal CD4* T-cell counts. The reason for this suboptimal immune reconstitution
is not completely understood, and among other factors, persistent coinfections with other
pathogens, including cytomegalovirus (CMV), are likely contributing factors (reviewed in
[2]).

CMV is a highly prevalent beta herpesvirus that after infection establishes lifelong latency
within the host and periodically reactivates when the cellular immune system is
compromised in response to inflammation, infection or stress [3,4].

In HIV-uninfected individuals, CMV seropositivity has been clearly associated with
immunosenescence and the development of cardiovascular diseases, cancer and all-
cause mortality [5,6]. In HIV-infected individuals, coinfection has been implicated in
immune activation, senescence, cardiovascular complications and accelerated
progression to AIDS and death [7,9]. The humoral immune response to CMV, as
measured by circulating anti-CMV IgG antibodies, has been associated with disease
progression [10-12], risk of non-AIDS related events [8] cardiovascular disease [13],
impaired neurocognitive function [14] and physical function impairment [15]. Similarly, in
HIV-uninfected individuals, different studies have also shown that CMV-specific humoral
immune responses were associated with cardiovascular disease and all-cause mortality
[5,16-18]. These observations suggest that the magnitude of the humoral immune
response may be a relevant marker of the deleterious effects of CMV infection.

Therefore, in this study we aimed to investigate the association between humoral
response, CMV IgG and IgM levels and CD4 immune recovery, immune activation and
cell death in long-term cART-suppressed HIV-infected individuals with favorable and

unfavorable immunologic responses.
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Methods

Study population

Individuals on long-term c-ART (median 10 years) with viral load <50 copies/mL (n=228)
were classified according to their CD4* T-cell counts as previously described [19,20]:
individuals with adequate immune recovery, referred as immunoconcordant, with
absolute CD4* T-cell counts >350 cells/uL (n=133), or individuals with poor immune
reconstitution, referred as immunodiscordant, with absolute CD4* T-cell counts <350
cells/puL (n=95). In addition, a group of HIV-uninfected individuals (HIV-) were selected as
the control group (Table 1). The institutional review board of our center approved the
study (EO code: EO-07-024). The methods were carried out in accordance with the

Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from all participants.

Anti-CMV IgG and IgM antibody levels and IgG avidity

The CMV-specific IgG and IgM antibodies were measured using semi-quantitative BIO-
FLASH® CMV IgG and the qualitative BIO-FLASH® CMV IgM chemiluminescent
immunoassays, respectively (Biokit, Barcelona, Spain). IgG avidity was determined by
LABCO using a commercially available CMV IgG avidity kit based on an enzyme
immunoassay method (ELISA) that employs urea (anti-CMV IgG Avidity ELISA, DRG,
New Jersey, USA). CMV IgG antibodies with avidities of >40% were considered high-

avidity antibodies.

Detection of CMV DNA by quantitative TagMan PCR

DNA extraction was performed on 200 pl of plasma using a QlAamp DNA blood kit
(Qiagen, Spain). The real-time polymerase chain reaction amplification for CMV detection
(REALQUALITY RQ-CMV, AB Analitica, Italy) was used according to the manufacturer’s

instructions.

Immune activation, T-cell destruction and sCD14
The expression of CD4* and CD8* T-cell subsets and immune activation markers was
analyzed in blood samples by flow cytometry using the following antibodies: CD3-APC-

Cy7, CD4-APC, CD8-PE-Cy7, CD45RA-FITC, CD38-PerCP, HLA-DR-PerCP and CD95-
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FITC as previously reported [19]. sCD14 levels were quantified by a commercially
available ELISA (Diaclone). Cell death was measured after 1 day of ex vivo culture in the
presence or absence of the pancaspase inhibitor Z-VAD-fmk (R&D Systems) in fresh
PBMCs by simultaneous staining of CD3, CD4, CD8 antigens; mitochondrial membrane
potential (DIOCg); and plasma membrane permeability (propidium iodide, Pl) was

measured as previously described [19].

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as the median with interquartile ranges and
compared using nonparametric tests (two-tailed Mann-Whitney U-test) because the
parameters were not normally distributed. Discrete variables were described as
percentages and analyzed using the chi-square or Fisher's exact test. Spearman’s
correlation coefficient was calculated to identify associations between variables. For
comparison of reactivation rates between HIV subgroups, a Poisson regression was fitted
that was restricted to individuals with reactivations and adjusted by the number of tested
samples for each individual. All analyses and graphical representations were completed

in GraphPad Prism v5.0a (GraphPad Software, Inc) or R 3.3.1 (R Core Team) [21].

Results

Participant characteristics

Table 1 summarizes the main characteristics of individuals enrolled in this study. A total
of 228 HIV* individuals were included: 133 were defined as immunoconcordants
(individuals with favorable immunologic response) and 95 as immunodiscordants
(unfavorable immunologic response). A minimal but significant difference was observed
in the age, with immunodiscordant individuals being slightly older (median age, 46) than
immunoconcordants (median age, 44). As previously reported, significantly lower CD4*
T-cell counts (absolute, percentage and nadir) were observed in immunodiscordant
subjects compared with immunoconcordant subjects [19]. The prevalence of HCV and
HBV did not significantly differ among immunodiscordants and immunoconcordants.
Twenty-seven HIV-uninfected individuals were also included as a control group. This HIV-

group was younger and contained a lower proportion of males than the HIV* group.
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CMYV serostatus

In HIV-uninfected individuals, seropositivity was 63%, and although the number of
individuals was low, seropositivity rose with age (Table 2). In HIV* individuals,
seropositivity was significantly higher (93%; p<0.0001) and did not vary with age. No
differences in the seropositivity percentage were found between HIV* subgroups (Table

2).

Association between CMV IgG antibody levels and HIV status.

The plasma CMV IgG antibody levels ranged from <10 to 9,850 AU/ml, including 25
participants (10 HIV- and 15 HIV*) with concentrations below the manufacturer’s cutoff for
positive results (10 AU/ml). These IgG- individuals were excluded from the subsequent
analysis. CMV IgG level was not associated with age in HIV-uninfected or in HIV*
individuals (p=0.45 and p=0.28, respectively. Table S1). Compared with HIV-uninfected
controls, HIV-infected subjects had significantly higher plasma CMV IgG levels
(p<0.0001) with a significantly higher level in all comparable age groups (Fig 1 and Table
2). Among HIV-infected individuals, significantly higher CMV IgG levels were detected in
immunodiscordant subjects compared with immunoconcordant subjects (Fig 1), with
significantly higher levels in all age groups analyzed (Table 2). No significant differences
in the IgG levels were found between men and women in any of subgroups evaluated

(data not shown).
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Figure 1. CMV IgG levels in the study participants. The IgG level was determined in plasma
samples from healthy HIV-uninfected individuals (blue box), HIV-positive individuals (orange box),
immunoconcordant individuals (green box) and immunodiscordant individuals (red box). The boxes represent
the median and interquartile range of the values. The median values were compared using a non-parametric
Mann-Whitney U-test.

Association between CMV IgG antibody levels, immunological variables
and cell death.

In HIV-infected individuals, no significant correlation was observed between CMV IgG
levels and time since HIV diagnosis or time receiving antiretroviral treatment (Table S1).
CMV IgG antibody levels were inversely correlated with nadir, percentage and absolute
CD4* T-cell counts (r=-0.29, p< 0.0001; r=-0.28, < 0.0001; r=-0.29, < 0.0001,
respectively) (Fig 2A and Table S1) and positively correlated with the percentage of CD8*
T-cells (r=0.31, p<0.0001, Table S1). No significant correlation was observed between
CMV IgG levels and the percentage of naive CD4+ T-cells (CD45RA+CD4+), while a
significant negative association was observed with naive CD8+ CD45RA+ T-cells (r=-
0.16, p=0.0230) (Table S1).

CMV IgG levels were positively correlated with plasma sCD14 levels (r=0.1539, p=0.02).
Regarding activation markers, CMV IgG levels were positively correlated with the
expression of HLA-DR in CD4 T-cells (r=0.17, p=0.01, Fig 2A) and a trend towards
association with activation of memory CD4 T-cells (Fig 2A, Table S1). In CD8* T-cells, no
significant correlation was observed between CMV IgG levels and CD38 or HLA-DR in

the total population (Fig 2B), but a significant positive correlation with the frequency of
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activated memory (%CD38*CD45RA-) CD8* T-cells (r=0.19; p=0.006) was observed (Fig
2B and Table S1).

The CMV IgG antibody levels were not associated with T-cell production (CD31* CD4* or
CD8* cells), but they were highly correlated with the destruction of T-cells (Fig 2A and
Table S1). In both CD4* and CD8* T-cells, CMV IgG levels were positively associated
with the pro-apoptotic marker CD95 (r=0.24, p=0.0003; r=0.16, p= 0.017, respectively)
(Fig 2A and B). Concordantly, a positive correlation was also observed with total cell
death, necrosis and apoptosis of CD4* T-cells evaluated in ex vivo culture of PBMCs
(r=0.24, p=0.0007; r=0.23, p=0.0011; r=0.21, p=0.0030, respectively) (Figure 2A).
Conversely, CMV IgG levels were not associated with ex vivo CD8* T-cell death or

apoptosis (Fig2B and Table S1).

CMYV IgM/ IgG avidity test.

Plasma CMV IgM antibodies were measured in all study samples. Only 7 samples were
positive, and all of them corresponded to HIV* individuals, with an overall CMV IgM
seropositivity of 3.1%. A higher presence, although not significant, was observed in the
immunodiscordant group compared to the immunoconcordant group (4 of 95 samples
and 3 of 133 samples, respectively). An IgG avidity assay was performed to determine
whether the presence of IgM was due to a primary infection. IgM* and low-avidity IgG are
accurate indicators of primary infection within the preceding 3 to 4 months, whereas IgM*
and high-avidity 1gG has been associated with persistent infection, re-infection or
reactivation [22,23]. In our cohort, all IgM* samples exhibited high-avidity 1gG (mean,
87.57%; SD%6.9), indicating it was not primary infection and suggesting a reactivation
process although a re-infection process cannot be excluded.

To further explore the increased IgM presence in immunodiscordant individuals, a
subgroup of subjects was selected from the total HIV* group for whom we had three or
more longitudinal plasma samples available over the course of HIV infection. A total of
812 samples were obtained from 58 immunoconcordant and 66 immunodiscordant
subjects, and the presence of IgM was determined. The median number of samples by
individual and the follow-up were higher in the immunoconcordant than in the
mmunodiscordant group (6 samples with 11.5 years of follow-up and 5 samples in 7.5

years, respectively) (Table 3). Among all the samples, 32 were IgM*, and all but one had
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high-avidity 1gG antibodies (mean, 71.13%; SD+15.85). Remarkably, the distribution of
the IgM* samples was not homogeneous between the two HIV* subgroups. Twenty-five
of the IgM*/high-avidity IgG samples were from the immunodiscordant group in
comparison with the 6 positive samples from immunoconcordant individuals (p=0.0002)
(Table 3). This difference remained significant even when the weighted mean was
calculated to take into account the different number of tested samples for each individual

(Table3).

Table 3. Presence of anti-CMV IgM antibodies. Primary CMV infection and CMV reactivation over the course of HIV infection.

P

Immunoconcordant Immunodiscordant

value
Individuals, n tested 58 66
Samples, n tested 422 390
Samples/ Individuals, median (IQR) 6 (4-10) 5 (4-7) 0.022
Follow-up, years median (IQR) 11.5 (7-14) 8 (4-12) 0.0003°
IgM positive samples, n (%) 7 (1.65) 25 (6.4)
Reactivation samples, n 6 25 0.0002b
Individuals with reactivations, n (%) 5(8.6) 9 (13.6) 0.41°
Reactivation samples Rate, estimated 0.16 0.45 0.0222¢

a(Mann Whitney U test).b(Fisher’s exact test).¢(Wald test from Poisson regression)

A more detailed analysis of subjects in whom the presence of IgM*/high-avidity 1gG
antibodies were detected showed that the pattern was different between
immunoconcordant and immunodiscordant subjects (Fig 3A and 3B, respectively). The
immunodiscordant group had a surprisingly high number of IgM*/high-avidity IgG
samples during their follow-up, with some of them having IgM antibodies present at most
of the tested time points with a coverage of more that 9 years in one individual (Fig 3B).
Conversely, in immunoconcordant individuals, all but one presented antibodies in only
one of the tested samples (Fig 3A). The presence of IgM (high-avidity 1gG) antibodies in
immunoconcordant subjects was detected primarily in older samples and was associated
with peaks of HIV viremia and low CD4* T-cell counts in the absence of HAART or during
virological failure episodes. However, in immunodiscordant individuals, presence of IgM
antibodies was not associated with HIV viral load, CD4* T-cell count or lack of
antiretroviral treatment (Fig 2B). In addition to IgM levels, the presence of CMV DNA in
all plasma samples used in this study was analyzed using real-time PCR. All tested

samples were negative.
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Figure 2. Pattern of CMV reactivation (IgM*/high-avidity IgG) in HIV-infected individuals.
Evolution of viral load (VL, blue lines) and CD4 T-cell counts (green lines) during HIV infection in
immunoconcordant (A) and immunodiscordant (B) subjects is presented. Samples in which IgM antibodies
were measured are indicated (closed arrowheads). Solid red lines represent IgM-positive/high-avidity 1gG
samples. Periods of no highly active antiretroviral therapy (pre-HAART period, grey areas) or without
treatment (orange areas) are also depicted. Areas without color indicate that individuals were under HAART.
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Association between CMV IgM or IgG antibody levels and CD4 T-cell

destruction

The relationship between CMV the presence of IgM (with high-avidity IgG) antibodies and

CMV IgG levels was evaluated in HIV* individuals. Because IgM appears intermittently,

participants who had at least one time point with detectable levels of IgM antibodies (n=8,

6.5%, and n=10, 11.2% in immunoconcordants and immunodiscordants, respectively)

were compared to subjects with undetectable IgM levels at any time point analyzed

during the study. The IgG antibody level showed a clear association with the presence of

IgM antibodies, with higher IgG levels in individuals in whom we detected IgM antibodies

in all the groups (Fig 4A). Highest IgG levels were detected in immunodiscordant

individuals with IgM antibodies. Total CD4* T-cell death was associated with the

presence of IgM antibodies in the total HIV* population and in immunoconcordant

individuals (Fig 4B). The presence of IgM antibodies was not associated with CD8* T-cell

death (data not shown).
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Figure 3. Association between CMV reactivation and CMV IgG antibody levels and T-cell
death. Plasma CMV IgM antibody and IgG avidity was determined. Subjects with at least one IgM-
positive/high-avidity 1gG sample were classified as IgM-positive (IgM*) individuals (individuals with
reactivations). Subjects in whom IgM was not detected are shown as IgM-negative (IgM-) individuals. The
relationship between CMV reactivation and IgG levels (A) and total cell death (B) is shown. All HIV*
individuals (orange boxes) and immunoconcordant (green boxes) and immunodiscordant (red boxes)
subgroups are represented. The boxes represent the median and interquartile range of the values. The

median values were compared using a non-parametric Mann-Whitney U-test.
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Discussion

CMV IgG titers, but not CMV serostatus, were associated with CD4 immune recovery,
with the highest values found in individuals with poor immune reconstitution. CMV IgG
levels were also negatively associated with the percentage and the absolute CD4* T-cell
counts and with the nadir CD4* T-cell count. This association, although in agreement with
previous studies [13-15,24], has not been observed by other authors [25,26]. One
possible explanation for such discrepancies could reside in the different population
studied: our population included individuals with a more compromised immunity, with
lower nadir and CD4* T-cells, treated for longer time and some of them treated in the pre-
HAART era.

In addition, higher anti-CMV IgG levels were associated with a reduction of naive CD8*
T-cells, increased frequency of activated memory CD8* T-cells (CD45RA-CD38*) and
activated CD4* T-cell populations (HLA-DR*) and the inflammation marker sCD14.
Although the association was modest, these data were consistent with phenotypic
changes previously described in CMV infection and its role in persistent immune
activation in both HIV* and HIV-uninfected populations [12,27,28].

It has been postulated that higher CMV IgG antibody levels represent more frequent or
intense subclinical CMV reactivation from latency. In our study, CMV reactivation was
evaluated by measuring DNAemia in plasma (the only available sample), and as might
be expected by the low frequency of CMV in blood [25,29-31], none of the samples was
positive. The IgM/IgG avidity test has been shown to be a reliable serologic indicator to
distinguish primary infection from episodes of reactivation or re-infection [22,23]. Long-
term IgM persistence following primary infection in some individuals has been described.
Twenty-five percent of patients with primary CMV infection still have detectable IgM 4
months after infection, with IgM sometimes persisting for over a year [32-34]. However,
the presence of IgM in our population is unlikely to be due to long-term IgM persistence,
because in some analyzed individuals IgM were detected in all the tested samples,
meaning a persistence of more than 9 years, never reported until now. Using this test,
IgM*/high-avidity 1gG antibodies were found in 3.1% of the individuals in the cross-

sectional study. Among the 124 subjects with longitudinal samples, 14 (11%) presented
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IgM antibodies. This prevalence was lower than that previously described by CMV DNA
detection in other body fluids, which is in accordance with the compartmentalized
replication of CMV primarily in the genital tract [30,35]. Interestingly, the number of
IgM*/high-avidity 1gG samples, likely episodes of reactivation although a re-infection
process cannot be excluded, was not evenly distributed between HIV subgroups, and a
different pattern was clearly observed, suggesting that the IgM presence could be
triggered by different causes in those groups. In immunoconcordant individuals, IgM
antibodies were found in isolated samples during the study period and was associated
with high HIV viremia and/or low levels of CD4* T-cells, which are both risk factors
previously described for CMV reactivation [36]. In the immunodiscordant group, most
individuals had more than one positive sample, and some of them had IgM* samples at
almost all the tested time points despite HIV suppression and CD4* T-cell counts above
100 cells/yL, which is the cutoff level at which CMV reactivations are more frequent in
HIV-infected individuals [36]. However, as CMV reactivation is induced by
immunosuppression, the presence of IgM observed could be the result of the profound
alterations in the memory CD4* T-cell compartment described in immunodiscordant
individuals [37]. Furthermore, the high rate of IgM* samples may also be due to the
persistently high levels of immune activation and inflammation displayed by those
individuals [20]. Consistently, the initiation of CMV replication appears to be linked to the
activation of the immune system, and high prevalence of CMV reactivation has been
observed in conditions associated with increased levels of pro-inflammatory molecules
[38]. Our study design does not allow us to establish the direction of causation in the
relationship between CMV reactivation and inflammation; therefore, CMV reactivation
could be the cause rather than the consequence of the immune activation and
inflammation displayed by the immunodiscordant group.

The role of CMV infection in persistent immune activation and its contribution to poorer
health have been extensively studied among HIV* and HIV-uninfected populations
[16,31,39,40], and the effect of CMV infection has been demonstrated by the significant
reduction of activated CD8* T-cells in blood after valganciclovir therapy [39]. We only
found a trend in the increase of CD4* and CD8* T-cell activation likely due to the low

number of samples in which we found reactivation (IgM antibodies). Cellular activation
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caused by CMV also contributes to HIV pathogenesis by depletion of T-cells via
apoptosis-induced cell death [41]. According to these data, a correlation between IgG
antibody levels and the frequencies of apoptosis-prone CD4* and CD8* T-cells and
increased total cell death, apoptosis and necrosis in CD4* T-cells from CMV IgM*
individuals was observed, suggesting that CMV infection may play an important role in
CD4* T-cell depletion in our HIV* population.

The increased CMV humoral responses, which were correlated with increased CMV-
specific cellular responses (data not shown. Manuscript submitted) observed in
individuals with poor immune recovery, along with the previously established association
between CMV immune response level and mortality [5,13,15-18], indicate that regardless
of the cause the this high immune response to CMV, it will have significant negative
consequences in this population with increased risk of morbidity and mortality.

Our study had several limitations. Unfortunately, the time of primary CMV infection was
not available; thus, we cannot rule out the possibility that the higher level of CMV IgG in
the immunodiscordant population could be due to a longer duration of CMV infection or a
aberrant B-cell activation. Longer duration of CMV infection acquired before HIV infection
may alter the balance between mature and naive T-cells [27], skew the T-cell repertoire
[42] and have an impact in immune recovery. We were also constrained by the small
number of individuals with IgM* samples in our cohort. However, the association between
IgM seropositivity and the magnitude of IgG levels observed and previously reported [43]
indicate that the IgM positivity is related to reactivation and has an impact on the
systemic immune response. Conversely, a negative association between CMV seminal
shedding and CMV IgG levels has been reported, although this association was found in
a viremic-ART-naive population with a high CD4 T-cell count [25]. However, the
biological significance and the systemic impact of detectable CMV DNA in different
compartments, the occurrence of CMV shedding, the frequency and the factors
associated with the shedding in different body fluids are poorly understood [30,35,44,45].
Despite its limitations, the present study provides some important insights regarding the
connection between CMV infection, the intensity of the CMV humoral immune response
and immune recovery. Specifically, this study shows a higher CMV humoral response in

long-term treated HIV-infected individuals with poor immune recovery. This increase in
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the humoral response, along with its association with the nadir CD4* T-cell count, CD4*
T-cell activation, sCD14 and cell death, suggest that CMV infection with likely persistent
periods of subclinical reactivation could be a relevant driving force in inflammation and
immune activation, and therefore, may impact the mortality observed in HIV* individuals
with poor CD4 T-cell recovery. Further studies are needed to determine whether the
persistent CMV replication could be targeted/prevented as a strategy to reduce the
immune response intensity, persistent immune activation and mortality in those

individuals at risk.
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Supplementary data

Table S1. Associations of Cytomegalovirus Immunoglobin G (IgG) with
Sociodemografic, Clinical and Immunological variables.

Variable r P value
Age (years) 0.0744 0.2797
Time since HIV diagnosis (years) -0.0145 0.8328
Time on ART (years) -0.0166 0.8092
Nadir CD4+ T-cell counts (cells/uL) -0.2888 <0.0001
Absolute CD4* T-cell count (cells/uL) -0.2941 <0.0001
% CD4+ T-cells -0.2836 <0.0001
Absolute CD8 T-cell count (cells/uL) 0.1010 0.1429
% CD8* T-cells 0.3055 <0.0001
% CD4+*CD45RA* -0.0977 0.1561
% CD8*CD45RA* -0.1561 0.0230
Activation

CD14 soluble (ng/ml) 0.1539 0.0251
CD4* T cells

% CD4+CD38* 0.0262 0.7035
% CD4+CD38* CD45RA* -0.1034 0.1336
% CD4+CD38* CD45RA 0.1224 0.0755
% CD4*HLADR* 0.1725 0.0121
CD8+T cells

% CD8+CD38* 0.0960 0.1635
% CD8+*CD38* CD45RA* -0.0660 0.3466
% CD8+CD38* CD45RA" 0.1890 0.0058
% CD8*HLADR* 0.0792 0.2520
T-cell production and destruction

CD4+T cells

% CD4+*CD45RA*CD31+* -0.1187 0.0846
% CD4+*CD95* 0.2441 0.0003
% CD4*HLADR*CD95* 0.2263 0.0009
% CD4+CD95*PD1+ 0.1965 0.0042
% CD4+PD1+* 0.1254 0.0692
% CD4*HLADR*PD1* 0.1828 0.0078
% CD4* Total Death 0.2366 0.0007
% CD4+* Necrosis 0.2299 0.0011
% CD4+ Apoptosis 0.2085 0.0030
% CD4+* Intrinsic Apoptosis 0.2260 0.0013
% CD4* Extrinsic Apoptosis 0.1416 0.0455
CD8* T cells

% CD8+*CD45RA*CD31+ -0.0941 0.1718
% CD8+CD95* 0.1640 0.0171
% CD8*HLADR*CD95* 0.0937 0.1751
% CD8* Total Death 0.0399 0.5745
% CD8* Necrosis 0.1028 0.1474
% CD8* Apoptosis -0.0023 0.9732
% CDB8* Intrinsic Apoptosis 0.0366 0.6059

r represent Spearman correlations.
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Abstract

Autophagy restricts infection of CD4 T lymphocytes by HIV-1, but little is known about
autophagy in treated HIV-1-infected individuals. We have analyzed the capability of
CD4 T cells from aviremic treated individuals to trigger autophagy and correlated this
response with parameters known to be important for immunological recovery.
Autophagy was significantly decreased in CD4 T cells from HIV-1-treated individuals
compared to uninfected controls, and this defective autophagic response was more
pronounced in individuals with poor CD4 T cell recovery, suggesting a link between
impaired autophagy in CD4 T cells and chronic immunological defects that remain in
treated HIV infection.

Key words: autophagy, HIV-treated individuals, CD4 T cells, immunological recovery,

immunodiscordant individuals.

Introduction

Autophagy is a degradation process involving autophagy-related (ATG) proteins by
which portions of cytosol are sequestered into specific vesicles, called
autophagosomes, and delivered into lysosomes for degradation. Microtubule-
associated protein 1 light chain 3B (LC3) is an essential ATG protein and a marker for
autophagosome formation [1]. Importantly, autophagy governs the immune responses
against pathogens and accumulating evidence indicates that autophagy plays an
important role during HIV-1 infection. First, autophagy is activated in CD4 T cells during
HIV-1 entry and leads to their apoptosis when infection is abortive [2,3]. Autophagy
exerts a powerful anti-HIV effect by selectively degrading the viral transactivator of
transcription (Tat), required for HIV replication [4], and HIV-1 must thus counteract this
mechanism through the action of several viral proteins, including viral infectivity factor
(Vif) that inhibits autophagy in CD4 T lymphocytes [5]. Autophagy is also linked to both
inflammatory response and cell death pathways [6]. Interestingly, the capability of
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) to induce an effective autophagic
response is important for the containment of HIV-1 in non-progressor-infected

individuals [7].
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CD4 T-cell population, which represents from 25 to 60% of PBMCs, is the main target
of HIV-1 infection and is progressively depleted in untreated individuals. Combined
antiretroviral therapy (cART) induces immune restoration, although around 15% of
cART-treated individuals fail to improve their number of CD4 T cells despite viral
suppression (immunodiscordant individuals, ID). Understanding of the mechanisms
responsible for this inadequate immune recovery is of high importance because these
individuals are at increased risk of clinical progression [8]. Several factors have been
associated with this paradoxical immune response, including older age, impaired
thymic output, low nadir CD4 T-cell count, co-infections, hyperactivation of the immune
system, inflammation and increased T-cell death [9-11]. More precisely, CD4 T-cell
apoptosis by intrinsic pathway is an important mechanism associated with blunted
immune recovery [11].

We demonstrated here that autophagy is altered in HIV-1-infected individuals, even

after efficient cART, and that this impaired autophagy response is still increased in ID.

Methods

Subjects

A cross-sectional pilot study was performed to analyze autophagy in CD4 T cells from
peripheral blood of cART-treated individuals. The Institutional Review Board of the
Hospital Germans Trias i Pujol approved the study (EO code: EO-12-010) and all
individuals provided written informed consent. Individuals that participated in the
APOP-V+I- study [12] were screened for the current study. All individuals had
confirmed diagnosis of HIV infection, continuous cART with plasma viral load (VL) <50
copies/mL for at least the last 2 years and good treatment adherence. Exclusion
criteria were: chemotherapy or interferon/ribavirin treatment and history of opportunistic
infections during the last 2 years. For comparative purposes, a control group of HIV-
uninfected individuals (n=18) was also analyzed. Clinical and demographic data were
collected from medical records. PBMCs from all participants were purified from blood
samples, assayed for different immunological parameters as described [11,12], and

frozen.
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Autophagy analysis by fluorescence microscopy

PBMCs were thawed, washed in medium composed of RPMI (Invitrogen)
supplemented with 1% penicillin/streptomycin and 10% fetal calf serum (Invitrogen).
Autophagy was induced by adding torin1 (2 uyM, Sigma Aldrich) for 3 hours, in
presence or absence of the autophagic flux blocker chloroquine (50uM, Sigma Aldrich).
Basal autophagy was also analyzed in parallel.

Autophagy was detected by endogenous LC3 staining. Cells were fixed in a 1:1
acetone/methanol for 5 min at -20°C. Cells were then incubated with the rabbit anti-
LC3 antibody L7543 (1ug/ml, Sigma Aldrich) and the mouse monoclonal anti-CD4
antibody 13B8.2 (2ug/ml, Beckman Coulter) for 1h, washed, and then incubated with
secondary antibodies (Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor® 568
goat anti-mouse 2000x diluted, Life Technologies) for 30 min. After washing, nuclei
were labeled with Dapi and cells were examined by epifluorescence using a Leica
microscope. The number of LC3 dots (green) per CD4 T cell (red) was counted. More
than 100 CD4 T cells were analyzed for each culture condition by 2 independent

investigators.

Statistical analysis

One way analysis of variance (ANOVA) test was used to compare the autophagy
response (number of LC3 dots (autophagosomes) per CD4 T cell) between the
different groups in each experimental condition's. Differences were considered
significant at *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001. Correlations were analyzed using

Spearman’s test.

Results

Individual characteristics

As expected, HIV-infected individuals showed lower CD4 T-cell counts and CD4/CD8
T-cell ratio, higher plasma soluble CD14 concentration (sCD14), and higher activation
and cell death than uninfected controls (Table 1). HIV-infected individuals were
classified according to the recovery of CD4 T cells as immunodiscordant (ID; CD4 T-

cell count<350 cells/pL) or immunoconcordant individuals (IC; CD4 T-cell count=350
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cells/uL); ID and IC showed similar age (46 years (44-48) and 45 years (43-48),
respectively), gender (87% and 88% of male, respectively) and plasma sCD14. The
length of HIV infection from diagnosis and time on treatment showed a trend to be
higher in IC compared to ID, although the differences did not reach statistical
significance. Overall, ID showed expected lower CD4/CD8 ratio and current or nadir
CD4 T-cell counts, lower naive CD4 T-cell population (CD45RA*CD31* cells) but
higher frequency of activated CD4 T cells (HLA-DR*CD95* cells) and CD4 T-cell death.

Response to autophagy is impaired in CD4 T cells from HIV-1-infected
individuals

Basal autophagy, torin1-induced autophagy and autophagic flux were assessed in CD4
T cells from uninfected and HIV infected individuals. Basal autophagy was low and
similar in both groups (Figure 1A and B). However, the capability of CD4 T cells to
activate autophagy in response to torin1 was significantly impaired in HIV-infected
individuals. Indeed, a significant decrease in the number of autophagosomes per CD4
T cell was observed in HIV-infected individuals after torin1 treatment, and this
autophagic defect was still more pronounced when the autophagy flux was blocked by
chloroquine (Figure 1A and B).

To analyze whether the autophagic response could be associated with immune
recovery, we separately analyzed autophagy in CD4 T cells from IC and ID. Although
basal autophagy was similar in all groups, torin1-induced autophagy was significantly
lower in CD4 T cells from ID, compared to the control group (Figure 1A and C). The
autophagic flux (treatment with torin1 plus chloroquine) was significantly impaired in
CD4 T cells from IC and ID compared to HIV-negative individuals, and the defect was
accentuated in ID (Figure 1C), suggesting that autophagy could play a role in CD4
recovery during cART.

Next, to explore the relationship between immune recovery and the capability of CD4 T
cells of HIV-infected individuals to activate the autophagy flux, we correlated the main
immunological features of IC and ID with the autophagy data. The capability of CD4 T
cells from IC to activate the autophagic flux was positively correlated with the number
of circulating CD4 T cells (Figure 1D, left panel) and inversely correlated with the

frequency of naive population (Figure 1D, middle panel), suggesting that the
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autophagy response was mainly triggered by memory cells. These correlations were
absent in ID, in which the autophagic flux correlated inversely with plasma sCD14
(Figure 1D, right panel), a marker of monocyte activation and inflammation.
Surprisingly, no correlation was found between the level of cell death and the
autophagy response of the CD4 T cells (data not shown). Finally, the autophagy flux
was significantly impaired in HCV-coinfected ID (Figure 1E), suggesting that additional

factors might influence the autophagic response during cART.
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Figure 1. Autophagy response is impaired in CD4 T cells from treated HIV-infected
individuals. (A) PBMCs from uninfected control individuals (Left), IC (middle) or ID HIV-infected
individuals (right) were cultured in the absence of any stimulus (basal autophagy) or in the presence of
torin1 (2 puM) to assess autophagic response, and with torin1 plus chloroquine (50 uM) to assess the
autophagic flux. Autophagy was visualized by LC3 staining (green) in CD4 stained cells (red). Nuclei were
visualized by DAPI (blue). A representative sample is shown. (cont.)
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(cont) (B) The levels of basal, torin1-induced autophagy and autophagic flux were determined in HIV-
uninfected and infected individuals by counting the number of LC3 dots per cell. More than 100 CD4 T
cells were counted by two investigators. Figure shows mean+/-SD and statistical comparison. (C) The
levels of basal, torin1-induced autophagy and autophagic flux were determined in HIV-uninfected
individuals and treated HIV-infected individuals subgrouped according to CD4 T-cell recovery as
immunoconcordant (IC, CD42350 cells/uL) or immunodiscordant (ID, CD4<350 cells/pL). Figure shows
mean+/-SD and statistical comparison. (D) Correlation between autophagic flux and several immune
markers in IC and ID subgroups (green and red symbols and lines, respectively). Figure shows individual
data and linear regression lines. P-values for correlation are shown in color-coded values in the upper right
corner of each plot. (E) IC and ID individuals were classified according to HCV serostatus and the
autophagic flux was analyzed for each group. Asterisks denote *P < 0.05, **P < 0.01 and ***P < 0.001.

Discussion

Despite the importance of autophagy in uncontrolled HIV infection, little is known on its
role when the VL is undetectable, i.e. in treated HIV-infected individuals. We
hypothesized that in this scenario, proper autophagy responses might impact on
immune recovery. Indeed, we observed that autophagy response is compromised in
CD4 T cells from HIV-1-infected individuals, despite viral suppression, indicating that
either repeated stimulation has led to autophagy exhaustion or HIV-1 has directly
triggered a permanent state of resistance against autophagy induction. Strikingly, the
capability of CD4 T cells to respond to an autophagy stimulus is mostly impaired in ID.
Our data highlight that autophagy is linked to different immunological characteristics in
IC and ID. In IC, the percentage of naive cells is inversely correlated to autophagy,
suggesting that memory cells are major contributors to the autophagy response, as
previously reported.

In addition, autophagy is positively correlated with CD4 T cell counts in IC, confirming
the results obtained on the role of autophagy in PBMCs from non-progressor-infected
individuals [7], and suggesting that this autophagy response is associated with higher
immune recovery. Conversely, these relationships are broken in ID, which show higher
CD4 T-cell activation, a skewed and less functional memory compartment, and
increased CD4 T cell death [15] (Table 1). Despite this, we did not observe any
correlation between autophagy and apoptosis nor between autophagy and activation of
caspase-1 in the CD4 compartment (data not shown). It is worth noting that pyroptosis,
cell death linked to activation of the inflammasome, and thus caspase-1 activation, was

shown to be involved in the death of lymphoid CD4 T cells [16] but not in blood-derived
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CD4 T cells [17] during HIV-1 infection. The interplay between autophagy and the cell
death pathways is important but complex [18] and further investigation is needed on
this point.

Finally, the autophagic flux is highly impaired in ID co-infected with HCV, whereas no
difference was observed in IC co-infected with HCV. Interestingly, higher immune
activation was found in individuals infected by these two viruses compared to HIV-
mono-infected individuals [19], reinforcing the hypothesis that the defect in autophagy
response may be responsible for a higher activation of CD4 T cells and consequent
poor immune recovery. Autophagy also appears to have a major role in immunity and
inflammation, although the mechanisms are not well understood. ATGs modulate both
activation and inactivation of the innate immune signaling, and autophagy is shown to
negatively control the inflammation process. Thus, the defect in the autophagic
response is consistent with the systemic immune activation and the inflammation
status in treated HIV-1-infected individuals. This process could be exacerbated in ID,
where autophagy response of CD4 T cells is still more impaired and this may explain
why ID present a high activation state [12]. However, further investigation on CD4 T-
cell maturation, inflammation, HCV co-infection and the potential role of HAART
composition is needed to evaluate the potential link between autophagy and all these
parameters.

In conclusion, we demonstrated that autophagy is altered in CD4 T cells from treated
HIV-1-infected individuals, and that this defect is more pronounced in ID. However,
even in ID, CD4 T cells are still able to respond to an autophagy inducer, such as
torin1. Although larger and deeper studies are needed, our data suggest that
pharmacologic intervention to increase autophagy in CD4 T cells may benefit HIV-1-

infected individuals, as already proposed for many diseases [20,21].
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La pobra recuperacié de limfocits T CD4 en individus immunodiscordants és
probablement conseqiéncia d’'un conjunt d’alteracions immunoldgiques d’origen
multifactorial (Revisat a (129)). Els individus immunodiscordants presenten alteracions
homeostatiques, principalment al compartiment T CD4, amb un perfil de maduracié
alterat i caracteritzat per un descens de la freqiéncia de céllules naive i una
acumulacié de cél-lules diferenciades (126,127,146). S’ha descrit, a més, un augment
en el recanvi (turnover) de cél-lules T CD4 associat a la resposta immunodiscordant,
resultant en un increment de cél-lules senescents (CD28-CD57*) (287-289) i
exhaustes (PD-1%) (290), la qual cosa indicaria que els canvis quantitatius associats al
compartiment T CD4 anirien acompanyats d’alteracions qualitatives de la funcio

cel-lular.

La coinfecci6 pel CMV pot estar contribuint a la resposta immunodiscordant al
tractament per la seva implicacioé en la hiperactivacido del sistema immune (160,291).
Malgrat aix0, la infecci6 pel CMV indueix altres alteracions immunes, tals com la
reduccié de la relacié naive/memoria de les cél-lules T (Revisat a (237)) i una
acumulacioé de cél-lules senescents (87,212,241,242), efectes que podrien tenir també

un paper important en la resposta immunodiscordant al tractament.

El procés d'immnnosenescéncia cel-lular, caracteritzat per la disminucié de I'expressio
de CD28 junt amb un augment de CD57 i el procés d’esgotament immunitari
caracteritzat per I'expressié de PD-1, s’han associat amb una disminuci6 de la longitud
de teldmers i una pérdua de funcionalitat definida per una capacitat proliferativa
disminuida, i una produccié d’lIL-2 pobra (292-294). D’acord amb aix0, en individus
immunodiscordants s’ha observat una acumulaci6 de céllules T senescents o
esgotades acompanyada d’'una pobra capacitat proliferativa aixi com una disminucio
de la produccié d’lL-2 (126,288,295). Perd, malgrat que les ceél-lules senescents
mostren una capacitat proliferativa reduida, semblen estar dotades d’una capacitat
citotoxica i produccié de citocines major que cél-lules amb un fenotip menys diferenciat
(296,297). Per tant, el fet que les cél-lules T presentin abséncia o preséncia de
marcadors de superficie associats a senescéncia o esgotament cel-lular, no té perqué

implicar una pérdua directa de la funcionalitat. De fet, aquests marcadors podrien
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representar un interruptor funcional que permetria passar d'un perfil altament
proliferatiu/amb baixa capacitat citotoxica cap a un perfil de baixa capacitat
proliferativa/altament citotoxic (294,298,299). Es ben conegut que el bloqueig de PD-1
amb un anticos especific pot restaurar la funcionalitat (mesurada com resposta de
citocines) de cél-lules PD-1%, el que suggereix que l'esgotament immune és reversible

(300).

Aixi doncs, per tal d’estudiar les implicacions d’ una pobra recuperacié immunologica
en les taxes elevades de comorbiditats i mortalitat que s’observen en individus
immunodiscordants (99,301-303) és important determinar no només les alteracions
immunoldgiques a nivell fenotipic i quantitatiu sin6 també aquelles que ens poden
informar dels canvis en la diversitat funcional. Per aquest motiu, un dels objectius de la
present tesi ha sigut avaluar la funcionalitat cel-lular en front un estimul policlonal aixi
com la resposta virus-especifica en un grup d’individus VIH* immunodiscordants i
comparar-la amb aquells que presenten una resposta favorable al tractament

(immunoconcordants) i amb un grup d’individus VIH-negatius.

Sorprenentment, després d’una estimulacié policlonal amb PMA/ionomicina, en
individus immunodiscordants no es va observar una reducci6 de la resposta
polifuncional T CD4 o CD8 en comparacié6 amb individus immunoconcordants o
poblacié no infectada pel VIH. Aquesta dada indica que, malgrat tenir un compartiment
T CD4 reduit i amb un procés de maduracié alterat, les cél-lules T d’individus
immunodiscordants mantenen la capacitat de respondre a un estimul potent i produir
citocines (IFN-y, IL-2 i TNF-a) amb una diversitat funcional conservada. Aquest
manteniment de la resposta polifuncional d’'individus immunodiscordants es reforga
amb les dades obtingudes en l'analisi de la resposta VIH-especifica, la qual es similar
en individus immunoconcordants i immunodiscordants.

En quant a la resposta cel-lular a CMV, les nostres dades demostren diferéncies en
individus immunodiscordants. D’acord amb estudis previs on s’ha descrit una resposta
CMV-especifica major en individus VIH* que en poblacié no infectada pel VIH, i
particularment en aquells que estan en TARGA (245,246), al present estudi hem

observat una magnitud de la resposta a CMV, tant cel-lular com humoral, més elevada
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en individus VIH* i sent encara major en individus immunodiscordants. Una resposta
humoral CMV-especifica elevada ha estat associada al procés d’envelliment (220),
que també va acompanyat d’'un descens en el recompte de cél-lules T CD4 (87) i un
augment de la resposta celllular T CMV-especifica (213). L’expansié de cél-lules T
CMV-especifiques és un procés conegut com memory inflation, i ha sigut altament
descrit en cél-lules T CD8 pero també s’observa en célllules T CD4 (216,304,305).
L'increment de la resposta CMV-especifica esta impulsat per reactivacions repetides
de CMV al llarg del temps, que poden expandir les cel-lules CMV-especifiques fins a
representar un 20% del total del compartiment T CD8 (306-308). Es suggereix doncs
que, de la mateixa forma que a la poblacié d’edat avancada, la resposta CMV-
especifica incrementada que presenten els individus immunodiscordants seria el
resultat d’'un augment de la freqiiéncia de reactivacions virals subcliniques. Degut a la
gran compartimentacio de la replicacio de CMV, perd, al nostre estudi no es va trobar
preséncia de virus en orina o plasma en cap dels individus estudiats. Malgrat aixo, si
que es van identificar individus que presentaven simultaniament IgMs i IGs d’alta
afinitat contra CMV, la qual cosa és indici de reactivacié viral. Probablement aquests
individus presentin reactivacions asimptomatiques detectables en fluids del tracte
genital, com s’ha descrit anteriorment (209,244).

La preséencia de reactivacions de CMV frequents en individus immunodiscordants és
molt rellevant. En primer lloc, s’ha descrit que les reactivacions de CMV promouen
I'activacié immunitaria, la inflamacio, l'alliberacié de factors de creixement angiogénics
i la hipercoagulabilitat (190), factors que podrien estar contribuint a elevar les taxes de
morbiditat i mortalitat en aquests individus (309). En individus amb pobra recuperacio
immunologica, el tractament junt amb TARGA de valganciclovir, un agent amb potent
activitat anti-CMV, condueix a una reduccié significativa de [lactivacié del
compartiment T CD8 perd no té efectes en el recompte de cel-lules T CD4 (160).
Aquest estudi destaca I'associacié entre la infecci6 per CMV amb hiperactivacio
immunitaria perd no amb el perfil de maduracié de les célllules T CD4 en individus
immunodiscordants. Perd malgrat aix0, les nostres dades apunten a a una correlacio
significativa entre el grau de diferenciacié cel-lular i la magnitud de la resposta CD4

CMV-especifica, en concordanga amb estudis previs en poblacié VIH-negativa (310), i
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que aniria també d’acord amb l'associacié descrita entre el nivell d’anticossos anti-
CMV i el grau de diferenciaci6 del compartiment T (311).

D’altra banda, en diferents cohorts, la magnitud de la resposta cellular CMV-
especifica s’ha associat també amb mortalitat elevada (87,161), aixi com la magnitud
de la resposta humoral (nivells elevats d’'IGgs anti-CMV) s’ha vinculat amb alteracions
cardiovasculars, deteriorament de la funcié fisica i altres causes de mortalitat
(225,248,312-315). En conjunt, totes aquestes dades suggereixen que per tal prevenir
els efectes de reactivacions recurrents de CMV en individus immunodiscordants, la
intervencio hauria de tenir lloc de forma quasi immediata després de la infeccié per
CMV per tal d’evitar I'expansié de la resposta CMV-especifica i totes les alteracions
immunoldgiques que se’'n deriven. Els tractaments actuals contra la infeccié per CMV
presenten encara una toxicitat elevada i per tant no poden ser administrats durant
llargs periodes de temps. Aixi doncs, un tractament anti-CMV en individus
immunodiscordants podria reduir les reactivacions persistents, col-laborant aixi a
normalitzar els nivells d’activaci6 immunitaria, perd nous estudis son encara
necessaris per la recerca d'una terapia anti-CMV menys toxica i en combinacié amb

una intervencié que actui també en la recuperacio del compartiment T CDA4.

Ens trobem, per tant, en un escenari on la resposta immunodiscordant pot estar
marcada per reactivacions virals freqients de CMV, que s’observa amb elevats titols
d’'lgGs, i que contribuiria en una resposta cel-lular CMV-especifica incrementada,
esbiaixant el procés de diferenciacié i maduracio del compartiment T cap a un fenotip
efector. En aquest punt és important remarcar que l'alteracié de la maduracié de
cél-lules T no implica una pérdua de la capacitat de produir IFN-y, i aixd pot suggerir
que les reactivacions no son conseqiéncia d’'una manca de control immunitari sind
probablement de I'estat inflamatori dels individus immunodiscordants, generant-se aixi
un cercle vicios entre inflamacié i CMV. De tota manera, caldria, en estudis posteriors,
determinar si la magnitud de la resposta CMV-especifica observada en individus

immunodiscordants correlaciona amb una capacitat efectora i protectora real.

Malgrat que molts estudis s’han adrecat a I'estudi de I'apoptosi com a principal via de

mort cel-lular implicada en la deplecido del compartiment T CD4 en individus VIH-
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positius, altres mecanismes de control de la mort cel-lular, com l'autofagia, han estat
poc analitzats. L’autofagia representa un procés cel-lular altament involucrat en la
supervivéncia i mort cel-lular, aixi com en la defensa innata i adaptativa contra el VIH.
Per aquest motiu, diversos estudis han determinat in vitro la importancia de I'autofagia
en la resposta immunologica i en la restriccioé de la infeccié pel VIH en limfocits T CD4
(282,283), perd practicament no es coneix com actua el procés d’autofagia quan la
replicacié viral del VIH esta suprimida o com es modula /n vivo el procés d’autofagia en
infeccio pel VIH. L’autofagia esta altament implicada també en processos d’inflamacio:
mentre que nivells basals d’autofagia es relacionen amb un paper anti-inflamatori, una
disfuncié de l'autofagia s’ha relacionat amb diverses malalties inflamatories (Revisat a
(261)). Donat que la infeccidé pel VIH condueix a una deplecié massiva de limfocits T
CD4 i una extensa inflamacio, es suggereix que la resposta cel-lular T estaria afavorint
la maquinaria autofagica per tal de disminuir aquest estat cronic inflamatori en
individus VIH* (265). En estudis anteriors, a més, s’ha vinculat una resposta autofagica
incrementada amb nivells elevats d’activacié que acceleren la degradacio del contingut

de l'autofagosoma (266,273).

En el present estudi s’ha demostrat una capacitat autofagica disminuida en cél-lules T
CD4 d’individus VIH* respecte la poblacié VIH-, sent encara menor en individus
immunodiscordants. Aquesta disminucid6 de la resposta autofagica en el grup
immunodiscordant va ser relacionada principalment amb elevats nivells d’activacio
associats a la coinfeccidé pel virus de I'hepatitis C (VHC). Aquesta observacié estaria
d’acord amb estudis previs, on la coinfeccio amb el VHC ha estat associada amb
elevats nivells d'immunoactivacié i mort celllular (158,316). Per tant, I'activacio
persistent dels individus immunodiscordants, incrementada en preséncia de la
coinfecci6 amb el VHC, sembla modular negativament el procés d’autofagia, la qual
cosa podria estar augmentant indirectament també els nivells de mort cel-lular. Un
estudi recent ha determinat una resposta autofagica major en individus controladors
VIH* respecte els progressors estandards (265), suggerint que en individus amb un
bon control de la infeccié i una recuperacié immunologica favorable, el procés
d’autofagia es trobaria incrementat, disminuint aixi I'estat cronic inflamatori associat a

la infeccio per VIH. Per contra, podem hipotetitzar doncs, que una falta de control de la
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infeccio viral o alteracions en el compartiment T tals com la deplecié de cél-lules T
CD4 podrien modular negativament l'autofagia. Donada la profunda interconnexio
entre autofagia i inflamasoma (Revisat a (317)), en estudis futurs caldria analitzar amb
detall el paper de l'autofagia en processos inflamatoris tan altament vinculats a la
resposta immunodiscordant aixi com l'associaci6 amb la mort cel-lular inflamatoria
anomenada piroptosi (318).

El procés d’autofagia és vital també en el manteniment de les céllules mare
hematopoétiques (HSC), de les quals es desenvolupara el llinatge de limfocits T,
incloent timocits, cél-lules naive i memodria (Revisat a (267)). Aixi, l'autofagia
disminuida observada en individus immunodiscordants podria estar reflectint una
diferenciacio timica pertorbada que disminuiria la produccié timica, una de les
caracteristiques que millor defineixen la pobra recuperacié immunologica (Revisat a

(129)).

Aixi doncs, la disminucié d’autofagia en individus VIH-positius immunodiscordants, pot
potencialment afavorir la inflamacié, I'activacié immunitaria, disminuir la produccié
timica i incrementar la “susceptibilitat” a l'apoptosi (entenent l'autofagia com a
mecanisme de supervivéncia). Per tant, el tractament amb inductors d’autofagia podria
ser una possible estratégia per disminuir els nivells d’activacid immunitaria i els
processos de mort cel-lular i afavorir la recuperacié de célllules T CD4 en individus
VIH-positius en TARGA. Aquesta estratégia podria afavorir també I'eliminacié de
possibles patdogens intracel-lulars oportunistes, tals com TBC o toxoplasma que poden
estar contribuint en l'estat d’hiperactivacié immune. Definir aquestes estratégies
requerira un estudi més profund. De fet, una de les limitacions del nostre estudi és
'analisi del compartiment T CD8, ja que anteriorment s’ha descrit un efecte encara
major del procés d’autofagia en cel-lules T CD8 que no pas CD4 (Revisat a (267)),
podent per tant estar incrementant I'estat d’inflamacié i activacié immune dels individus

immunodiscordants.

Resumint i posant en conjunt els resultats observats als tres capitols del present
treball, la hiperactivacid6 immunitaria i la inflamaci6 que acompanya la resposta

immunodiscordant en individus VIH*, junt a la coinfeccid pel CMV podria estar
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augmentat les reactivacions virals de CMV, i a I'hora, aquestes contribuirien en un
augment de la resposta T CMV-especifica (IFN- y i IL-2) tant al compartiment T CD4
com T CD8. La major resposta, tant humoral com cel-lular, CMV-especifica estaria
implicada en alteracions de 'homeodstasi cel-lular, I'increment de I'estat inflamatori i la
diferenciacio cel-lular cap a fenotips efectors. Aquest fenotip, perd, no presenta una
menor funcionalitat en comparacié amb individus amb una recuperaci6 favorable del
compartiment T CD4. L’elevada hiperactivacié pot estar determinant una menor
autofagia i per tant en un increment d’inflamacié i mort cel-lular aixi com en una menor
produccié timica, agreujant aixi la maduracié alterada del compartiment T i creant-se
un cercle vicidés entre activacid i replicacions de CMV amb resposta cel-lular T

incrementada i activaciéo amb autofagia (Figura 14).
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Figura 14. Mecanismes implicats en la resposta immunodiscordant. A les dinamiques
explicades i representades anteriorment (veure Figura 7) cal afegir altres mecanismes implicats: la
infeccio per CMV en individus immunodiscordants va acompanyada d’'una elevada resposta humoral i
cel-lular CMV-especifica. La resposta humoral anti-CMV incrementada (elevats nivells d'lgGs) contribueix
a l'estat d’hiperactivacié immune en lincrement de la freqiéncia de ceéllules T CMV-especifiques.
L’augment de cél-lules T CD4 i CD8 destinades al control de la infeccié per CMV comporta una alteracio
de 'hnomeostasi cel-lular i una elevada diferenciacioé cap a cél-lules terminalment diferenciades. L’augment
de l'activacié immune contribueix a més en una disminucié autofagica en individus immunodiscordants. La
menor autofagia observada en individus immunodiscordants participa en l'alteracié del procés de
maduracié del compartiment T a través de la disminucié de produccid timica aixi com en l'increment
d’inflamacié i mort cel-lular. Les possibles causes d’una resposta immune no favorable estan indicades en
blau i lila, i els processos alterats en vermell. El nimero de cél-lules representa la quantitat relativa de
cada subpoblaci6 de cél-lules T. Adaptat de Massanella et al, 2013 (129).
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Conclusions de I'objectiu 1. Analitzar la funcié cel-lular del compartiment

T en

individus VIH* virologicament suprimits immunoconcordants i

immunodiscordants aixi com en individus VIH-negatius.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

Després d’'una estimulacié policlonal, els individus VIH* immunodiscordants
presenten una polifuncionalitat de les cél-lules T CD4 i CD8 no reduida en
comparaciéo amb individus immunoconcordants i individus VIH-. Per tant, les
alteracions homeostatiques, la senescéncia i 'esgotament immunitari observats
en aquests individus no estarien associats amb una funcionalitat cel-lular
disminuida.

Els individus immunodiscordants presenten una resposta CMV-especifica (IFN-
y i IL-2) incrementada respecte individus immunoconcordants i poblacié no
infectada amb el VIH.

Els individus VIH* immunodiscordants presenten una resposta VIH-especifica
comparable als individus immunoconcordants.

Totes les subpoblacions memoria del compartiment T CD4 d’individus
immunodiscordants son funcionals i capaces de produir IFN-y i IL-2 després
d’'una estimulaci6 amb CMV, observant-se freqliéncies més elevades en
comparaciéo amb individus immunoconcordants i individus no infectats amb el
VIH.

El grau de diferenciaci6 de les subpoblacions T CD4 dels individus
immunodiscordants correlaciona amb la magnitud de la resposta CMV-
especifica, suggerint que la infeccié pel CMV podria participar en el perfil de

maduracio alterat del compartiment T observat en aquests individus.

Conclusions de [I'objectiu 2. Avaluar I’associacié entre la resposta

humoral anti-CMV i la pobra recuperacié immunoldgica en individus VIH*

immunodiscordants.

2.1.

Els individus VIH* presenten nivells incrementats d’anticossos IgGs anti-CMV
respecte la poblaci6 VIH-, sent encara més elevats en individus

immunodiscordants.
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2.2.

2.3.

En un estudi longitudinal, la distribuci6 de mostres IgM* no va ser homogeénia
entre els diferents grups estudiats. La major preséncia de mostres IgM* en
individus immunodiscordants suggereix un major nombre de reactivacions de

CMV en aquest grup.

Els nivells d’'lgGs CMV-especifiques es correlaciona inversament amb el
recompte nadir de CD4 i positivament amb marcadors d’inflamacié, activacio i
mort cel-lular. Per tant, les freqlents reactivacions virals de CMV en individus
immunodiscordants podrien estar implicades en la morbiditat i mortalitat
incrementada observades en aquests individus amb pobra recuperacio

immunologica.

Conclusions de l'objectiu 3. Estudiar la implicacié del procés d’autofagia

en

la pobra recuperacioé immunologica d’individus VIH*

immnunodiscordants.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Els individus immunodiscordants presenten una resposta autofagica de les
céllules T CD4 disminuida en comparaci6 amb individus
immnunoconcordants i no infectats pel VIH.

En individus immunoconcordants, la resposta autofagica s’associa
positivament amb el nimero de cél-lules T CD4, perd aquesta correlacio és
absent en individus immunodiscordants.

En individus immunodiscordants, la resposta autofagica es correlaciona
inversament amb els nivells plasmatics de CD14 soluble, marcador
d’activacié i inflamacié.

El flux autofagic es troba significativament alterat en individus
immunodiscordants coinfectats amb el VHC, suggerint que factors

addicionals poden alterar el procés d’autofagia.
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