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i. INTRODUCCION






1. INFECCION POR VIH.

Se cumplen ya veinticinco anos desde el descubrimiento del
agente etioldégico del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por Barré-Sinoussi y
Montagnier en 198317. AUn asi, mas de dos décadas después de este
descubrimiento, la epidemia global no ha podido ser controlada,
continla expandiéndose, y mdas de 60 millones de personas han sido
infectadas en todo el mundo0.

Hoy en dia, en los paises desarrollados, la infeccion por VIH se ha
convertido en una enfermedad crénica gracias, fundamentalmente, al
desarrollo de terapia anfirretroviral®’. El desarrollo de los nuevos
farmacos antivirales en 1995 marcd sin duda una gran diferencia en la
evolucidon de la enfermedad, pero vino a mostrar que a pesar de
disponer de tratamientos eficaces frente al virus, esta infecciéon sigue
siendo una enfermedad incurable y es cada vez mds evidente que el
tratamiento per se no serd capaz de acabar con la pandemia de SIDA.
Es mds, la gran mayoria de personas que viven con VIH/SIDA se
encuentran en paises subdesarrolladdos, donde estos fratamientos no
estdn disponibles, el acceso a los avances cientificos y las nuevas
terapias es dificil, y menos de un tercio de las personas que necesitan

terapia antirretroviral pueden conseguirla. Las infecciones de novo
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superan con creces la capacidad para fratar a cada persona
infectada, aproximadamente tres personas se infectan por cada
persona que se pone en fratamiento. Sin olvidar el hecho de que la
terapia anti-VIH actual supone un compromiso de por vida®’.

A pesar de la gran heterogeneidad en la secuencia del VIH, que
puede llegar hasta casi el 40% de la envoltura proteica, el curso clinico
de la enfermedad es en la mayoria de los casos bastante predecible.
Los sinfomas iniciales son similares una mononucleosis infecciosa, con
fiebre, faringitis, linfadenopatias y astenia, seguido por un periodo
asinfomdatico de aproximadamente 8-10 anos en personas sin
tratamiento, durante el cual continda la replicacién viral y se produce
una pérdida progresiva de las células T CD4 mediada por el VIH. La
mayoria de los pacientes sin tratamiento desarrollan finalmente una
inmunodeficiencia profunda y mueren, aproximadamente 10 anos
después de adquirir la infeccidon, por complicaciones asociadas al
SIDA,

El control Ultimo de la epidemia por VIH requiere prevencion de
nuevas infecciones y, a medida que la epidemia global continda
expandiéndose, se hace cada vez mds necesaria una vacunad
preventiva eficaz. Se ha dicho, sin embargo, que el desarrollo de una
vacuna preventiva frente al VIH podria no ser factible!? y, por lo tanto,
la mayoria de estrategias actuales se estan enfocando en alcanzar una
vacuna terapéutica que proteja frente a la progresion de la

enfermedad sin necesidad de estar expuestos al tratamiento



antirretroviral continuado. Esta estrategia terapéutica podria limitar la
epidemia global de forma similar a una vacuna preventiva, siempre que
en las personas vacunadas se mantenga una carga viral lo
suficientemente baja como para prevenir una nueva transmision del

viryse!,

1.1 Epidemiologia.

Se estima que existen actualmente alrededor de 33,2 millones
personas infectadas por el VIH-1 en todo el mundo, de las cuales,
aproximadamente 2 millones son ninos, y que cerca de 25 millones
personas ya han muerto a causa de esta infeccion. Sélo durante el ano
2007 se infectaron unos 2,5 millones de personas y murieron a causa del

SIDA aproximadamente 2 millones de personas (Tabla 1).

@) e &UNAIDSE =
Global summary of the AIDS epidemic, December 2007
Number of people living Total 33 million [30 — 36 million]
with HIV in 2007 Adults 30.8 million [28.2 — 34.0 million]
Women 15.5 million [14.2 — 16.9 million]
Children under 15 years 2.0 million [1.9 — 2.3 million]
People newly infected Total 2.7 million [2.2 — 3.2 million]
with HIV in 2007 Adults 2.3 million [1.9 — 2.8 million]
Children under 15 years 370 000 [330 000 — 410 000]
AIDS deaths Total 2.0 million [1.8 — 2.3 million]
in 2007 Adults 1.8 million [1.6 — 2.1 million]
Children under 15 years 270 000 [250 000 - 290 000]

Tabla 1. Informe de la OMS de 2007 sobre la epidemia de SIDA.



Esta estimacion enmascara la naturaleza dindmica de esta
epidemia en relacion a cambios temporales, distribucion geogrdfica,
magnitud, diversidad viral, y modo de transmision. Lo cierto es que hoy
en dia no existe ningun lugar en el mundo en el que no exista esa
infeccion. En la figura 1 se muestra la distribucion mundial de la
pandemia por VIH.

HIV prevalence (%) in adults Globally, 2007

HIV prevalence (%) o

B 15.0% - 28.0% il

B 5.0% - <15.0% tu

I 1.0%- <5.0%
0.5% - <1.0%
0.1% - <0.5%
<0.1%

I Mo data available ‘

Figura 1. Distribucion mundial de la infeccion por VIH en 2007 segun la

OMS.

1.2. Historia natural de la infeccion.

En todo el mundo, la via de transmision del VIH mds comun es la
via sexual. Es muy baja la probabilidad de transmision en un Unico
contacto heterosexual (0,001%) y estd proporcionalmente relacionada

con la carga viral plasmdatica, siendo muy infrecuente cuando estos
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valores se encuentran por debajo de 1500 copias/mi'é4. Se han
identificado ademds otros factores implicados en el riesgo de
transmision, como la ausencia de circuncision, la presencia de
inflamacion en el epitelio vaginal (debido a enfermedades de
transmision sexual, uso de nonoxinol-9, vaginosis bacteriana, etc.) y la
ectopia cervicalg129.150,

La historia natural que se describe a continuacion es aquella que
se produciria en ausencia de HAART (Highly Active AntiRetroviral
Therapy).

El sindrome viral agudo o “infeccidon primaria” se define como el
periodo de tiempo desde la infeccion inicial con VIH hasta el desarrollo
de una respuesta de anficuerpos y se caracteriza por una
sinfomatologia similar a la mononucleosis infecciosal?8. Estos sinfomas
aparecen tfras dias o semanas de la exposicion al VIH, aunque no se
producen en todos los pacientes. Durante la infeccion aguda por VIH,
normalmente hay alta viremia en plasma y frecuentemente un
marcado descenso de células T CD4+. Estos niveles de células T CD4+
vuelven a incrementar mads tarde, aunque por o general no alcanzan
los niveles que habia antes de la infeccidn.

Tras la infeccidon aguda, se llega habitualmente a un equilibrio
entre la replicacion viral y la respuesta inmune del huesped y muchos de
los individuos infectados no tienen manifestaciones de la infeccidén por
VIH durante anos. Incluso en ausencia de tratamiento antirretroviral, este

periodo de latencia clinica puede durar 8-10 anos o mds. Durante este



periodo se va produciendo una progresiva pérdida de células T CD4+ y
un aumento de la carga viral.

Al final del periodo de latencia pueden aparecer una serie de
sinftomas o enfermedades que no cumplen criterios de SIDA. En este
punto, niveles de células T CD4+ de 200 células/ul es un importante limite
por debajo del cual aumenta el riesgo de enfermedades definitorias de
SIDA.

Sin  embargo, el curso de Ila infeccion puede variar
considerablemente y, en algunos casos, la progresion a SIDA ocurre
rdpidamente. Factores del huesped y del virus determinan
fundamentalmente si un individuo infectado por VIH desarrollard una
inmunodeficiencia rdpidamente o permanecerd asintfomatico durante

muchos anos, como se discute extensamente en el apartado 3.3.

1.3 Patogenia de la infeccién por VIH.

La expansidon del VIH a lo largo de todo el mundo indica que el
virus es capaz de contrarrestar eficazmente tanto la inmunidad innata
como la adaptativa. A pesar del modesto tamano de su genoma
(menos de 10 kb) y sus pocos genes, el VIH-1 es capaz de aprovecharse
de los mecanismos celulares y al mismo tiempo neutralizar y evitar los
distinfos componentes del sistema inmunel!??. El conocimiento de la
inmunopatogenia de la infeccion por VIH es un requisito fundamental
para mejorar las estrategias terapéuticas y desarrollar nuevas

inmunoterapias y vacunas preventivas.
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1.3.1 Estructura del VIH.

El VIH-1 es un retrovirus que pertenece a la familia de los lentivirus.
Las infecciones por lentivirus se caracterizan por un curso créonico de la
enfermedad, un largo periodo de latencia clinica, una replicacion viral
persistente y afectacion del sistema nervioso central.

1.3.1.1. Morfologia estructural del VIH.

Las particulas virales del VIH (VIH-1) tienen un didmetro de 100 nm
y estdn recubiertas por una membrana lipoproteica?!’ (fig.2A). Cada
particula viral contiene 72 complejos glicoproteicos que estan
infegrados en la membrana lipidica y cada uno de ellos a su vez estd
compuesto de trimeros de una glicoproteina externa, gp120, y una
transmembrana, gp4173.138, La unidn entre gp120 y gp41 es débil y por
tanto la gp120 puede liberarse al medio espontdneamente. Ademas,
durante el proceso de gemacion que se describird mds adelante, el
virus puede incorporar distintas proteinas de la membrana de la célula
infectada a su propia membrana lipoproteica, como por ejemplo
moléculas de HLA de clase | y ll, o moléculas de adhesion como ICAM-1,
que facilitan la adhesion a otras células diana. La proteina de la matriz
p17 se ancla al interior de la membrana lipoproteica viral. El antigeno
del core p24 contiene dos copias de RNA VIH-1. EI RNA VIH-1 forma
parte del complejo proteina-dcido nucleico compuesto por la
nucleoproteina p7 vy la transcriptasa reversa péé (RT). La particula viral
contiene toda la maquinaria enzimdtica necesaria para la replicacion:

la RT, la integrasa p32 y la proteasa p11¢3.
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1.3.1.2 Organizacién del genoma viral.

La mayoria de retrovirus con replicacion competente dependen
de ftres genes: gag (group antigen), pol (polimerasa) y env
(envelope)!?3. El esquema estructural cldsico del genoma retroviral es:
5'LTR-gag-pol-env-LTR 3'. Las regiones LIR (long terminal repeat)
representan los dos extremos del genoma viral, que se encuentra
conectado al DNA celular del huesped tras la integracion y no codifican
para ninguna proteina viral. Los genes gag y env codifican para la
nucleocdpside vy las glicoproteinas de la membrana viral. El gen pol
codifica la RT y ofros enzimas (fig.2B).

Ademds el VIH-1 contiene seis genes (vif, vpu, vpr, tat, rev y
nef)19.180 que fueron clasificados como genes accesorios, ya que no se
consideraron necesarios para la replicacion in vitro. Nef, tat y rev se
producen tempranamente en el ciclo de replicacion viral. Tat y rev son
proteinas reguladoras’s3 que se acumulan en el nldcleo y se unen a
regiones definidas del RNA viral: TAR (fransactivation-response elements),
que se encuentran en la regiéon LTR, y RRE (rev response elements), que
se encuentran en el gen env, respectivamente. La proteina tat es un
potente activador transcripcional de la regidon promotora de LTR y es
esencial para la replicacion viral en casi todos los sistemas de cultivo in
vitro. Tat y rev estimulan la transcripcion del DNA proviral en RNA,
promueven la elongaciéon del RNA y aumentan el transporte de RNA
viral del nUcleo al citoplasma y son esenciales para traduccion. Rev

también es un factor de exportacion nuclear importante para el cambio
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desde las proteinas reguladoras que se expresan tempranamente a las
proteinas estructurales que se sintetizan posteriormente.

Nef ha mostrado tener diversas funciones. Puede inducir down
regulacion de CD43 y moléculas de HLA de clase | de la superficie de la
célula infectada, lo que representaria un importante mecanismo del
virus para evadir un ataque mediado por células T CD8+ citotdxicas y
evadir reconocimiento por células T CD4+. Ademads, nef puede interferir
con la activacion de las células T uniéndose a diversas proteinas
involucradas en vias de senalizacién infracelular.

Vpr parece ser esencial para la replicacion viral en células que no
estdn dividiéndose, como macréfagos por ejemplo. Ademds se ha
mostrado que es importante para el transporte del complejo de
preintegracion en el nucleo y puede arrestar células en la fase G2 del
ciclo celular47,

Vpu es importante para el proceso de gemacion de virus ya que
mutaciones en vpu se asocian con permanencia de las particulas virales
en la superficie de la célula infectada.

Publicaciones recientes aportan nuevas e importantes funciones
para vif en apoyar la replicacion viral. Vif serd comentado mds

adelante.
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Figura 2. Esfructura (A) y organizacion del genoma (B) del VIH.

1.3.2 Ciclo de replicacion viral.

El ciclo de replicacion del VIH es complejo y su duracion vy
desenlace depende del tipo de célula diana y de la activacion
celular!??,

En las fases tempranas, el VIH gana acceso a las células sin causar
danos letales inmediatamente, pero el proceso de entrada puede
estimular cascadas de senalizacion intracelular que a su vez pueden

facilitar la replicacioén virall1.39,
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Las dos moléculas de la envoltura del VIH, gp120 y gp4l, forman
“espinas” en la superficie del viridon173. Durante el proceso de entrada,
gp120 se une a la membrana celular gracias a la union al receptor CDA4.
ContinUa una interaccidn entre el virus y el receptor de quimiocinas
CCRS5 o CXCR4 que desencadena cambios conformacionales
ireversibless4173, La fusion tiene lugar en minutos gracias a la formacion
de un poros4162 y |a liberacion del core viral al citoplasma celular. Una
vez que el core se desensambla, el genoma viral sufre una transcripcion
inversa a DNA gracias a la RT del propio virus. Durante este proceso
pueden generarse virus relacionados pero diferentes ya que la RT tiene
propension a cometer errores y no posee una actividad correctora. En
el punto medio de la infeccion, la proteina viral infegrasa, junto con
enzimas de reparacion del DNA del huesped, inserta el genoma viral en
dominios ricos en genes transcripcionalmente activos del DNA
cromosdmico del huesped'48.186.187 | EDGF/p75, un factor de unidn a la
integrasa del huesped, facilita la integracién4.21’ y marca el punto de
no retorno con la transformacion irreversible de la célula en un
productor potencial de virus.

Durante la fase tardia, la produccion de particulas virales necesita
de la ayuda de factores virales y del huesped. Las proteinas virales son
transportadas y ensambladas en las proximidades de la membrana
celular. El virus no es litico y toma ventaja de las vias de fransporte de
vesiculas (ESCRT-I, II, 1) que normalmente media la gemacion de

endosomas en cuerpos multivesiculares!34. El VIH alcanza esta via por
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union a TSG101 a través de su dominio tardio, una secuencia corta del
motivo de pé en Gag’2133, El corte de la poliproteina Gag-Pol por la
proteasa viral produce viriones infecciosos maduros230,

Dado que moléculas citoplasmdaticas de la célula productora vy
componentes de la bicapa lipidica de la superficie celular son
incorporados en la nueva particula viral, los viriones tendrdn
caracteristicas propias de las células en las que fueron producidos®. La
incorporacion de estas moléculas del huesped permite determinar el
fenotipo del virus de diversas maneras, como por ejemplo configurar los
rasgos replicativos en el siguiente ciclo o mediar activacion inmune en

células del entorno?30.

(D4 and (%-ﬁ fusion
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Muclear
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Cellular membrane

Figura 3. Esquema del ciclo de replicacion del VIH. Adaptado de Simon et
al, 2006.
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1.3.3 Immunopatologia de la infeccién por VIH.

Los estudios sobre los eventos tempranos que ocurren una vez que
el VIH alcanza la barrera mucosa parecen indicar la existencia de un
periodo ventana en el cual la propagacion viral no estd establecida
aun y las defensas del organismo podrian potencialmente controlar la
expansion virales. Los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 son dos
importantes correceptores para la infeccion por VIH. La mayoria de las
infecciones de novo se establecen por variantes virales que requieren el
correceptor CCRS5, por lo que se denominan cepas RS,
independientemente de la via de transmision2é. En confraposicion, los
virus que requieren el correceptor CXCR4, denominados cepas X4,
aparecen generalmente en estadios mdas avanzados de la infeccion y
se asocian con un aumento de la patogenicidad y progresion de la
enfermedad4.

Los estudios realizados en modelos de primates no humanos
sugieren que la infeccién por via vaginal da lugar a la infeccidon de un
pequeno nUmero de células T CD4+, macréfagos y células dendriticas
que se encuentran en la I[dmina propiasdé. Las vias potenciales para la
transmision del virus incluyen endocitosis, transcitosis y unidon del virus a
receptores de manosa de lectina tipo C de células dendriticas y
macréfagos'?®. La replicacion inicial tiene lugar en los érganos linfoides
regionales, se compone de pocas variantes virales y da lugar a una
modesta amplificacion primaria. La infeccion masiva de células

susceptibles se produce con la migraciéon de las células T infectadas o
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los viriones al torrente sanguineo y una segunda amplificacién en tracto
gastrointestinal, bazo y médula dsea. Este pico de viremia se encuentra
temporalmente muy relacionado con los sinfomas clinicos que pueden
manifestarse durante la infeccidn primaria. Los niveles de viremia que
mas tarde caracterizardn la fase cronica de la infeccion en un individuo
(viral set point) se diferencian del pico de viremia inicial en uno o dos
ordenes de magnitud. Esta reduccion de la viremia se atribuye a la
respuesta CD8+ VIH-especifica pero también podria estar en parte
limitada por las propias células diana. En las etapas tempranas de la
transmision la poblaciéon viral es mds homogénea pero, a medida que
las quasi-especies virales se diversifican en distintos compartimentos
bioldgicos, se generan virus mutantes resistentes a la neutralizacion por
antficuerpos, a las células T citotoxicas o a la terapia antirretroviral, y se
almacenan en células de larga vida constituyendo los reservorios
virales!??,

En individuos identificados tempranamente tras la infeccion se ha
observado una importante deplecidon de las células T CD4+ activadas y
memoria que se localizan en los tejidos linfoides asociados al intestino
(GALT)42, Esta deplecion preferencial de las células T CD4+ en los tejidos
linfoides asociados a mucosas se mantiene a pesar de anos de
tratamiento antirretroviral, 1o que contrasta con el hecho de que el
numero de células T CD4+ en sangre periférica puede volver a la

normalidad con este tratamiento.
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La infeccion por VIH se caracteriza por una destruccion gradual
de células T CD4+ naive y memoria que culmina con la aparicion del
SIDAS3. A pesar de la ausencia de sinftomas durante las fases temprana y
cronica, la replicacion viral es dindmica a lo largo de toda la
enfermedad. La vida media de un Unico viridn es tan corta, que la
mitad de toda la poblacién viral en plasma es reemplazada en menos
de 30 minutos'’® y el numero total de viriones producidos en una
persona con infeccion cronica puede alcanzar mas de 1010 particulas
virales por dial70.198, Las tasas de movimiento de las poblaciones
linfocitarias se encuenfran aumentadas varias veces durante la
infeccion por VIH, mientras que la proliferaciéon disminuye cuando la
replicacion viral se reduce gracias al tratamiento!10.14?, Se han propuesto
distinfos mecanismos para justificar esta deplecion y, en general, se
acepta que es la activacion inmune la causa de la constante
deplecion del reservorio de células T CD4+4¢,

La activacidon inmune puede predecir la progresion de la
enfermedad’s y por tanto parece ser un rasgo central en la patogenia
de la infeccidon por VIH. Recientemente se describid que las proteinas
Nef del VIS (virus de la inmunodeficiencia de los simios), que no son
patogénicas para su huesped natural, son capaces de down-regular el
receptor CD3 de las células T, dando lugar a una reducida activacion
celular y apoptosis'®’. Sin embargo, la proteina Nef del VIH no puede

apagar la activacion de células T.
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Figura 4. Curso de la infeccion por VIH. (Adaptado de Simon et al, 2006)

1.3.4 Papel de la respuesta inmune en individuos que controlan la
infeccion por VIH.

El conocimiento y comprension de los mecanismos inmunes que
levan a la proteccion o control duradero de la infeccion por VIH es
fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticasse.

La resistencia natural a la infeccidon por VIH es rara y varia
considerablemente entre los distintos individuos. Entre los factores de
resistencia del huésped descritos hasta el momento se encuentran,
entre otros, distintos haplotipos de HLA, autoanticuerpos, mutaciones en

regiones promotoras y codificadoras de los correceptores CCRS5 y CCR2
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y la induccién de produccidon de citocinas. En la tabla 2 se resumen

estos factores que seguidamente se discuten.

Factores genéticos Inmunidad Inmunidad adaptativa
innata
Haplotipos HLA (B57, KIR3DS1 Actividad citotdxica T CD8
B27) especifica
HCP5 Polimorfismos TLRY Funcién células T helper CD4
especificas
Gen/promotor CCR5 DC plasmacitoides = Anficuerpos neutralizantes

Gen/promotor CCR2 APOBEC3G
N° copias gen CCL3L1

Tabla 2. Factores de resistencia del huesped frente a la infeccidn por VIH.

Existe un porcentaje muy pequeno de individuos en los que se
produce un estado de aparente control de la replicacion viral en
ausencia de fratamiento antirretroviral®©. Estas personas poseen
anticuerpos frente al VIH pero mantienen cargas virales indetectables
por las pruebas clinicas habituales, es decir, cargas virales plasmdticas
menores de 50-75 copias de RNA por ml. Estos individuos, denominados
“controladores de élite” son extremadamente raros, con una frecuencia
estimada menor del 1% de la poblaciéon infectada?s. Algunos de estos
individuos tienen ya una infecciéon documentada de mas de 25 anos,
constituyendo asi una evidencia clara de que el control duradero del
VIH en ausencia de tratamiento es posible. Por lo tanto, comprender los
mecanismos de control del VIH en estos individuos probablemente
proporcionard informacién critica para nuevas estrategias vacunales y
terapéuticas.

1.3.4.1. Prevalencia e historia natural de los controladores del VIH.

La gran mayoria de individuos infectados por VIH en ausencia de

tratamiento antirrefroviral, muestran una evidente replicacion viral y una
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pérdida progresiva de células T CD4. Sin embargo, una pequend
proporcion de individuos infectados (5-15%) se mantiene clinica o
inmunoldégicamente estable durante anoss!.151.158.19¢ Para este tipo de
individuos se acund el término “no progresor de larga duracion” (LTNP,
long term nonprogressor) que en general se basaba en la duraciéon de
la infeccidon y los niveles de células T CD4, ya que las pruebas para
determinar la carga viral no estuvieron disponibles hasta mitad de los
anos 90. Cuando la determinacion de la carga viral (CV) estuvo
disponible, se comprobd que en realidad los individuos LTNP constituian
un grupo heterogéneo, mostraban niveles bajos o moderados de
viremia, y un mayor seguimiento mostrd que, en realidad, muchos tenian
CV que aumentaban progresivamente junto con un descenso de
CD477.113154177  Por ofro lado, se descubrid que un subgrupo de estos
individuos era capaz de mantener niveles de CV por debajo de los
limites de deteccidon (controladores de élite).

Los factores epidemioldgicos asociados a control completo o casi
completo del VIH in vivo no han sido definidos. Parece que las personas
que se convierten el controladores de élite tienen infeccion primaria
sinftomdtica con menor frecuencia que los individuos con CV
detectables, sugiriendo que las complejas interacciones entre virus y
huesped que dan lugar a un control mantenido de la replicacion viral
ya tienen lugar durante las fases mds tempranas de la enfermedad por
VIH7. La via de adquisicion no se asocia con la probabilidad de tener

una CV indetectable sin tfratamiento. El género tampoco es un factor
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limitante, ya que hay controladores de élite tanto hombres como
mujeres, aunque la media de RNA plasmatico (set point) es menor en
mujeres que hombres, independientemente de otros factores20¢, El
impacto potencial sobre factores inmunoldgicos o viroldégicos del
subtipo viral, localizacién geogrdfica o raza sigue sin conocerse, aungue
los controladores de élite se han encontrado en multiples etnias y han
sido infectados con distintos subtipos virales,

1.3.4.2. Mecanismos potenciales que protegen frente al VIH en
individuos controladores.

El mecanismo o combinacién de mecanismos exactos que dan
lugar a un confrol viroldgico duradero permanecen ampliamente
desconocidos. Se ha hablado de distinfos factores genéticos del
huesped, del sistema inmune o el virus.

1.3.4.2.1. Factores genéticos del huesped.

El factor mds consistente asociado con control viral es la
presencia de ciertos alelos de HLA de clase |, particularmente alelos
HLA-B%0.103 HLA-B5701, HLA-B5703 y, en menor medida, HLA-B27 estdn
considerablemente incrementados en cohortes de controladores
comparados con no confroladores!o 111,145, Estas observaciones sugieren
un papel causal para el sistema inmune adaptativo ya que las
moléculas de HLA estdn implicadas en el reconocimiento de células
infectadas por virus. El efecto anti-VIH del HLA-B5701 podria deberse a
varios mecanismos ya que 1) HLA-B5701 estd en desequilibrio de union

con el gen HCP5, que puede estar incluso mds asociado con control,
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aunque no se conoce el mecanismo de esta asociacionss, 2) las
mutantes de escape de HLA-B5701 no estdn necesariamente asociadas
con rebote viral'9, 3) muchos individuos positivos para HLA-B5701 con
altas cargas virales no muestran evidencias de mutantes de escape!4d y
4) la molécula de HLA-B5701 interacciona directamente con receptores
en los NK, sugiriendo un componente genético mediado a través de la
respuesta inmune innata, como se discute en el apartado 3.3.2.2.

Ademds de factores genéticos que influencian la respuesta
inmune VIH-especifica también existen polimorfismos genéticos del
huesped que afectan a la capacidad del VIH para entrar en las células.
La homocigosidad para la deleccion de la base 32 del gen que
codifica CCR5, un correceptor para la entrada del VIH en las células T
CD4+, protege muy fuertemente frente a la infeccion por VIH, mientras
que la heterocigosidad para el alelo CCR5A32 se asocia con un retraso
en la progresion hacia SIDA%4. También existe una importante
variabilidad genética en las secuencias reguladoras de CCR5, con
algunas variantes asociadas a una rdpida progresion de la
enfermedad'0,

Muy recientemente se ha descrito coémo el transplante de médula
6sea de un donante homocigoto para la deleccion CCR5A32 a un
receptor con leucemia aguda e infeccion por VIH resulté en control
duradero de la infeccion, incluso 20 meses después de la interrupcion
del tratamiento antirretroviral’’, viniendo a demostrar aun mads la

importancia de este genotipo protector.
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Aunque la expresion de CCR5 tiene un papel claro y central en la
patogénesis del VIH, solamente es una parte de la compleja historia que
también implica la expresion del ligando del receptor de quimiocinas.
CCL3L1 es el gen que codifica MIP-1a, el ligando de CCR5 mas
supresivo. Cuanto mayor es el nUmero de copias del gen CCL3LT menor
es el equilibrio de la carga viral’é. Cuando se combinan los haplotipos
de CCRS5 con el niUmero de copias de CCL3L] en grupos de riesgo
genético basados en el riesgo de desarrollar SIDA o muerte, llama
considerablemente la atencion la relativa ausencia de un genotipo
desventajoso CCRS5 y CCL3LI entre los controladores. Datos recientes
indican que el mecanismo por el cual estas caracteristicas genéticas
protegen frente a la progresion de la enfermedad es multifactorial y
comprende una entrada viral restringida, inmunidad celular preservada
y quizd otros mecanismoss!. Otros receptores o ligandos de receptores
de quimiocinas (como por ejemplo SDF-1) podrian también estar
asociados causalmente con control?2'8 aunque no ha sido fomalmente
demostrado en controladores del VIH.

1.3.4.2.2. Inmunidad innata.

La infeccion aguda por VIH se asocia con una rdpida y quizd
irreversible destruccion de la poblacion de células T CD4+ que reside en
los tejidos linfoides asociados al intestino'42 (GALT, guf-associated
lymphoid tissue). En modelos animales, la mitad o mds de las células T
CD4+ residentes en el intestino se perdieron durante las primeras

semanas de la infeccidn. Esta pérdida de la integridad de la mucosa da
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lugar a una afectacién de la inmunidad celular local?® y quizd a una
translocacion créonica de productos microbianos, que a su vez
contribuye a una inflamacion persistente. Todos estos eventos
potencialmente definitorios de la enfermedad, ocurren antes de que se
desarrolle una respuesta inmune adaptativa y, por lo tanto,
posiblemente la influencia mds temprana de la respuesta inmune del
huesped es probablemente mediada por el sistema inmune innato'é!,
Consistente con esta hipdtesis, una serie de estudios recientes
encontraron que aquellos individuos que coexpresan KIR3DS1, un
receptor regulador de la superficie de las células NK, y HLA-Bw4-08I, una
familia de alelos de HLA que presuntamente se unen a KIR3DS1 y activa
las células NK168, tienen menores set points de CV y un riesgo reducido
de progresion a SIDAT31L132161 - Asi mismo, en recientes estudios en
cohortes de controladores, habia un considerable aumento en ciertos
receptores de NK. El efecto de HLA-B57 sobre la CV era aun mayor
cuando se expresaba en el contexto de altos niveles de KIR3DL1, un KIR
inhibitorio, proporcionando una fuerte evidencia de que la respuesta
inmune innata juega un papel en el desenlace de la enfermedad. Esta
interaccién entre HLA-B57 y KIR3DL1 puede explicarse, al menos en
parte, por el hecho de que el HLA-B57 es un alelo Bw4 que es el ligando
natural para KIR3DL1. En condiciones normales, la expresion de HLA-B57
en las células evitaria que éstas fueran lisadas por los NK. La infeccion de
la célula daria lugar a una down-regulacion de HLA B57 vy, por tanto,

una pérdida de la senal inhibitoriac mediada a través de KIR3DLI1. Esto
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desencadenaria una senal en los NK y daria lugar a la lisis de la célula
infectada. Este mecanismo proporciona una respuesta al hecho de que
las personas que expresan HLA B57 tengan una enfermedad aguda
menos sinfomdatica¢, ya que los NK limitarian la viremia inicial y darian
lugar a una mayor reserva de células T CD4+ residentes en los fejidos.

Recientemente se han descrito también polimorfismos en el
receptor toll-like 9 (TLR-9, toll-like receptor 9), que media la respuesta
inmune innata frente a motivos comunes del DNA en virus y bacterias.
Se ha mostrado que tiene un impacto en el curso clinico de la
enfermedad sugiriendo una conexion entre el sistema inmune innato y la
patogénesis de la enfermedad?2,

Ofro componente importante del sistema inmune innato son las
células dendriticas plasmacitoides (PDCs) que producen interferon de
tipo | en respuesta a infecciones virales. El VIH, que estimula estas células
via TLR'8, produce un descenso rdpido y sostenido del nuUmero de PDCs
circulantes!®, presumiblemente porque el VIH puede infectar
directamente a estas células'?6, El niUmero de PDCs es mayor en
aquellos individuos que durante mucho fiempo no progresan
clinicamente (LTNP) que en aquellos que progresan, lo que sugiere, pero
no prueba, que las PDCs pueden proteger frente a la progresion de la
enfermedad, aungue también es posible que su presencia sea

simplemente consecuencia de las bajas tasas de replicacion viral.
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1.3.4.2.3 Inmunidad celular CD8+.

Tras la infeccidon aguda por VIH, y coincidiendo con la disminucion
de la viremia, se produce un aumento de células T CD8+ especificas
frente a VIH que son capaces de matar directamente a las células
infectadas por el virus. Estas observaciones, junto con la asociacion
consistente entre ciertos tipos de HLA de clase | y control del virus, han
contribuido a la asuncidn general de que una inmunidad celular
efectiva de células CD8 especificas frente al VIH es un factor dominante
gue conduce a la contencidén del VIH, aunque esto permanece en
controversia y el mecanismo no ha sido definido aun.

Aunqgue no hay una asociacién clara entre el niUmero de células
CD8+ VIH-especificas (definidas por produccion de IFN-gamma) vy
control viroldgico'29, la funcidon de estas células es claramente mayor en
los controladores que en los no controladores, incluyendo la capacidad
de proliferar tras encontrar antigenos del VIH, la capacidad de producir
perforing, y la capacidad de producir multiples citocinas?0.144,

Estudios mds recientes han demostrado que el ensayo de
neutralizacion viral puede utilizarse para medir el potencial antiviral de
las células T CD8+ directamente, de manera comparable a la respuesta
medida con anticuerpos. Comparando con no controladores, las
células T CD8+ VIH-especificas de los controladores tienen mayor
capacidad de inhibir la replicacion del VIH en células T CD4+
autdlogas!8!. Estos datos en conjunto sugieren fuertemente que una

potente respuesta CD8+ frente al VIH estd relacionada causalmente
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con el control del VIH, al menos en algunos controladores. Sin embargo,
muchos de estos estudios son correlativos por necesidad, haciendo
dificil descartar la posibilidad de que la conservacion de una respuesta
potente VIH-especifica sea la consecuencia del control del VIH%,

En modelos animales, en simios infectados con VIS, al igual que en
humanos, una pequena subpoblacidn consigue controlar la infeccién
espontdneamente. La deplecidon mediante anticuerpos de las células T
CD8+ en estos animales da lugar a una rapida aparicion del VIS,
evidenciando que el control viral estd, al menos en parte, mediado por
células T CD8+¢4. Hay que destacar que, en estos ensayos, la reaparicion
de células CD8+ efectivas se asocid con un reestablecimiento del
control viral, aunque hubo un cambio en los epitopos
inmunodominantes.

1.3.4.2.4 Inmunidad celular CD4+.

Oftro factor evidente que participa en el control del VIH son las
células T CD4+ “helper”, necesarias para el mantenimiento a largo plazo
de las células T memoria CD8+ antigeno especificas’8, y para una
optima respuesta de anticuerpos. El VIH provoca una infeccion del
sistema inmune y tiene como célula diana principal a las células T CD4+.
Durante la infeccidn aguda hay una pérdida masiva de células T CD4+
y son las células T CD4+ VIH-especificas activadas las que primero se
infectan y desaparecen2. Esta pérdida temprana de células T CD4+
VIH-especificas, que son criticas para establecer una repuesta inmune

adaptativa efectiva, estd ampliamente considerada como una de las
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principales razones por las que los humanos no son capaces de
controlar el VIH3,

La infeccion por VIS en simios da lugar a una gran viremia vy
progresion de la enfermedad en la mayoria de los animales, pero no en
todos. En el mismo experimento comentado en el apartado anterior,
cuando los simios se recuperaban de la deplecion experimental de
células T CD8+, esta recuperacion del sistema inmune estaba asociada
con la aparicion de una robusta respuesta de células T CD4 y CD8 VIS-
especificas, que iba acompanada de un reestablecimiento de carga
viral indetectable o casi indetectables4, sugiriendo que las células T
CD4+ son de hecho necesarias para mantener la capacidad de las
células T CD8+ de confrolar la replicacion viral.

Los dafos que apoyan el papel de las células T CD4+ VIH-
especificas en humanos son obviamente menos directos y estdn
basados principalmente en observaciones cross-sectionales. En una
cohorte de 30 controladores, la correlacion mds consistente con
control®® fue la proporcidon de células T CD4+ que expresaban IFN-y e IL-
2. Oftros estudios tuvieron resultados similares®’. En un reciente estudio
ademds se observd que la molécula CTLA-4, una molécula inhibidorag,
estaba aumentada en células T CD4+ VIH-especificas en todos grupos
de individuos infectados excepto en los controladores de élite,
indicando que este marcador especifico de células T CD4+ estd
asociado con confrol virall9l, La expresion de este receptor puede

disminuir la capacidad de las células T CD4+ para proliferar en respuesta
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a péptidos del VIH o el antigeno p24, una funcidén que sin embargo se
mantiene en individuos LTNP. No obstante, una importante proporcion
de controladores, casi el 50%, no tienen una actividad de células T CD4+
VIH-especificas detectable por produccion de citocinas. Esto indicaria
gue hay otros mecanismos, ademds de la inmunidad celular, implicados
en el control mantenido del VIH%0.101,

1.3.4.2.5 Inmunidad humoral

Uno de los objetfivos importantes en el desarrollo de vacunas
frente al VIH es el desarrollo de anticuerpos neutralizantes. Muchos
opinan que la Unica manera de prevenir la infeccion por VIH serd el
desarrollo de una vacuna que estimule la produccidén de anticuerpos
neutralizantes, ampliomente cross reactivos, que sean capaces de
reconocer cepas circulantes’or,

En primates no humanos, la presencia de anticuerpos dirigidos
contra epitopos conservados de la proteina gp140 de la superficie del
VIH'85, puede proteger frente a la infeccion por el virus quimérico de la
inmunodeficiencia simia (SIV/HIV) en macacos y ejercer una presion
selectiva sobre el virysl0n136197.216  Por tanto se piensa que estos
antficuerpos  serian  importantes componentes en  cualquier
vacunag100.135,232

Durante la infeccion por VIH en humanos, se han encontrado
respuestas autoinmunes y aloinmunes que podrian jugar un papel
protector en la infeccion2847.88.89.226  Algunos pacientes desarrollan altos

titulos en suero de anticuerpos ampliamente neutralizantes. Estudios ya
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antiguos sugirieron que en algunos individuos LTNP se encontraban
anticuerpos capaces de neutralizar al virus3!. Sin embargo, a pesar de
un estudio infensivo durante mds de dos décadas, sélo se ha
enconfrado un nUmero muy reducido de anticuerpos monoclonales
ampliamente neutralizantes. Por ejemplo, los anticuerpos 2F5 y 4E10, que
se producen durante la infeccidon natural, tienen la capacidad de
neutralizar al VIH. Reconocen epitopos conservados de la proteina gp41
y pueden unirse a los fosfolipidos de la membrana con cinéticas
comparables a las de las inmunoglobulinas anticardiolipina generadas
en enfermedades autoinmunes4.

Estudios recientes, que analizaron la capacidad del suero de
pacientes para neutralizar virus autdlogos y heterdlogos®, indicaron que
altos titulos de anticuerpos neutralizantes son raros en personas que
mantienen carga viral baja en ausencia de tratamiento. Ademdas, las
secuencias env en controladores tienen pocos loops variables y pocos
sitios de glicosilacion en N predichos, lo que sugiere una escasa presion
de anticuerpos neutralizantes in vivo.

1.3.4.2.6 Inmunidad innata intracelular.

Muy recientemente se han descrito algunos factores intfracelulares
que limitan la replicacion viral, aunque aun estd por determinar si
juegan un papel en el control de la infeccidbn en individuos
contfroladores. Uno de ellos es APOBEC3G (tesis doctoral H. Oliva
Mayegas, 2008), un enzima celular que restringe potentemente la

replicacion del VIH. Esta citidin deaminasa funciona principalmente a
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través de la produccidn masiva de hipermutacion dG a dA en los DNA
del virus sintetizados de novo durante la retrotranscripcion. El VIH actia
frente a esta forma de defensa del huesped a fravés de su proteina
accesoria Vif, la cual se une a APOBEC3G para su degradacion
acelerada0,

1.3.4.2.7. Virus atenuados.

Existe una clara evidencia de que la patogenicidad de los
distintos aislados virales puede diferir, como se mostré en un grupo de
individuos infectados en 1995 a través de una transfusion sanguinea de
un donante comun48, Todos los receptores contrajeron un virus con una
deleccién en el gen nef y mantuvieron bajas viremias durante anos vy
décadas. Sin embargo, muchas de estas personas han progresado a
SIDA desde entonces®®, mostrando que la atenuacion viral a través del
gen nef no conduce necesariomente al control mantenido del VIH in
vivo. Oftros numerosos estudios han indicado que mutaciones o
delecciones en los genes funcionales o accesorios del VIH pueden llevar

a control viral o no progresiono.

En conjunto, todos estos estudios indican que un confrol casi
completo de la replicacioén viral es posible y que es necesario continuar
con el estudio de aquellos individuos capaces de controlar la infeccion
de manera espontdnea, ya que proporcionan informacion
importantisima para comprender como actua el sistema inmune y

encontrar asi nuevas dianas y estrategias terapéuticas.

231 -



2. CELULAS DENDRITICAS.

Las células dendriticas (DC) son células especializadas en la
captura, procesamiento y presentacion de antigenos a las células T,
iniciando asi la respuesta inmune adaptativa, por lo que se han
denominado células presentadoras de antigeno profesionales'4205, Se
encuentran estratégicamente localizadas en los tejidos para la captura
de anfigenos en la periferia, tras la captura, los antigenos son
procesados en péptidos y las DC migran a los ganglios linfaticos, donde
los péptidos pueden ser presentados a células T naive. De este modo, la
funcion de las DC permite a las células T naive entrar en contacto con
antigenos periféricos que de ofro modo no podrian haber encontrado.

Las DC, al igual que todas las demds células, presentan péptidos
a las células T CD8 en sus moléculas de HLA de clase '75, provenientes
fundamentalmente de proteinas citosdlicas. Ademds, sus moléculas HLA
de clase Il presentan péptidos a las células T CD4, al igual que hacen
otras células presentadoras de antfigeno, y estos provienen sobre todo
de antfigenos del medio exfracelular que capturan por fagocitosis y
endocitosis. Sin embargo, las DC tienen ademds la habilidad especial
de presentar antigenos extracelulares en sus moléculas de HLA-I, lo que
se ha denominado "“presentacion cruzada”171.17¢, Esta funcidén de las DC
proporciona al sistema inmune un mecanismo esencial para generar
inmunidad frente a patdégenos que eluden a las células presentadoras

de antigeno.
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2.1 Subpoblaciones de DC.

Uno de los rasgos mdas enigmdticos de la biologia de las DC es la
complejidad de las subpoblaciones celulares. Al contrario que ofros
tipos celulares, las DC pueden tener un origen tanto mieloide como
linfoide!3124, Ademds las DC son relativamente raras, tanto en sangre
como en tejidos. Las DC se pueden clasificar teniendo en cuenta la
distribucion anatdmica, la funcidn inmunoldgica y la expresion de
marcadores de superficie.

Las principales poblaciones de DC son las DC mieloides vy
plasmacitoides en sangre y, en tejidos, las interdigitadas en la
paracorteza o zona T de los érganos linfoides, las dérmicas y las celulas
de Langerhans de la epidermis. Las DC mieloides y plasmacitoides se
encuentfran en una frecuencia muy baja, constituyendo un 0.5-2% del
total de células mononucleares de sangre periférical?4. En general, las
DC mielioides se caracterizan por secretar grandes cantidades de IL-12
mientras que las plasmacitoides se caracterizan por producir grandes
cantfidades de IFN de tipo |. Las células de Langerhans se encuentran
fundamentalmente en la piel donde constituyen un 2-3% de las células
epidérmicas’3. Este tipo de células expresan langerina (CD207), una
lectina de tipo C especifica de las células de Langerhans.

2.2 DC e infeccion por VIH.

Durante anos, el papel de las células presentadoras de antigeno

(DC, monocitos/macrofagos y ceélulas B) fue ampliamente ignorado a la

hora de definir los pardmetros inmunes de la infeccion por VIH74, Sin
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embargo, hace ya mds de una década que se sabe que las DC
pulsadas con VIH facilitan la infeccion de células T en cocultivo2?.163,
Estudios mas recientes de las interacciones entre DC y VIH resaltan el
importante papel de las DC en la transmision del VIH en las superficies
mucosas y en la patogénesis del VIH79.99,

Como se comentd anteriormente, la fransmision sexual es la
principal via de transmision del VIH a lo largo de todo el mundo,
constituyendo hasta el 80% de las infecciones'é3164, Debido a su
localizacion en las mucosas y tejidos linfoides, se ha propuesto a las
células dendriticas (DC) como una de las primeras células en
encontrarse con el VIH durante la transmision sexual204, Se ha sugerido,
ademds, que las DC serian las mediadoras del paso del VIH a las células
T CD4+ (principales células para la replicacion y diseminacion del VIH)
en los tejidos linfoides in vivo. Asi que el entendimiento de los
mecanismos de la interaccion del VIH con las DC y ofros factores
celulares facilitard posiblemente intervenciones mds efectivas frente a la
infeccion por VIH y podria ayudar en el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

Las DC mieloides, plasmacitoides y LC son susceptibles de ser
infectadas por el VIH221, Todas ellas expresan cantidades relativamente
bajas del receptor del VIH CD4 y de los correceptores CCR5 y CXCRA4.
Aunque tanto las DC mieloides como las plasmacitoides pueden ser

infectadas por las cepas adaptadas de laboratorio R5 y X4, las DC
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mieloides son mds susceptibles que las plasmacitoides. Ademds la
infeccion por cepas R5 es mds eficiente que por cepas X4.

La replicacion del VIH en DC es menos productiva que la que se
produce en células T CD4+, y la frecuencia de DC infectadas por VIH in
vivo es de 10 a 100 veces menor'¥, Un estudio en células de un donante
sano indicaba que aproximadamente sélo un 1-3% de la poblacién de
DC mieloides y plasmacitoides podia ser productivamente infectada in
vitro201, Una frecuencia similar se encontré en LC de donantes sanos
infectadas in vifro. Se han propuesto diversas explicaciones para la baja
infeccion de las DC, como bajos niveles de expresion del receptor y co-
receptores del VIH, la rdpida y extensa degradacion de VIH
internalizado en compartimentos infracelulares o la existencia de
factores innatos que bloquean la replicacion viral en las DC221, Adn asi,
son necesarios muchos mds estudios para dilucidar este tema, que es de
gran importancia para entender coémo las DC limitan la infeccion
productiva por el VIH.

2.3 Células dendriticas derivadas de monocitos como modelo in vitro.

Las céluas presentadoras de antigeno mads potentes son las DC de
origen mieloide84, Estas DC estdn geogrdficamente posicionadas como
centinelas, son capaces de detectar “senales de peligro” y enlazan
inmunidad innata y adaptativa. Debido a la excepcional capacidad de
las DC mieloides de activar a las células T en respuesta a patdégenos,
estas células han sido ampliamente utilizadas como herramientas in vivo

y ex vivo para inmunoterapia frente a la infeccidén por VIH71.174,
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Debido a la baja abundancia de DC in vivo, las DC derivadas de
monocitos (MDDC) son comUnmente utilizadas para modelar la funcion
inmunologica de las DC vy estudiar las inferacciones entre DC y VIH en
estudios experimentales'’4. Notablemente, hay una gran plasticidad en
las propiedades y funciones de las DC mieloides in vivo que pueden ser
reproducidas in vitro. A partir de monocitos de sangre periférica, tras 5-6
dias en cultivo con las condiciones de cultivo que mds adelante se
detallan en el apartado de material y métodos, se obtienen MDDC
inmaduras. Estas MDDC inmaduras tienen caracteristicas similares a las
DC mieloides, DC dermales inmaduras y DC intersticiales. Las MDDC
inmaduras pueden convertirse en MDDC maduras tras exposicion a
distintos estimulos madurativos, como por ejemplo LPS, CD40 ligando, IFN
o distintas combinaciones de citocinas. Se ha observado que usando
distintos estimulos para promover la maduracion pueden generarse DC
con distinta capacidad para transmitir el VIH221,

2.4 Transmision del VIH por las DC.

Las DC juegan un papel fundamental en el inicio de la respuesta
inmune adaptativa frente a la infecciones’®2205, Las DC inmaduras
recorren los tejidos mucosos en busca de “infrusos no deseados”. Una
vez localizado, el patdgeno es capturado e internalizado, y las DC
sufren entonces un proceso de maduracidén y migran a los ganglios
linf&ticos regionales. Mientras tanto, los patdgenos internalizados son
procesados en anfigenos peptidicos y se expresan moléculas

coestimuladoras en la superficie celular, encontrdndose en este
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momento estas células presentadoras de antigeno profesionales listas
para una estimulacion T efectiva.

Para desarrollar su funcion clave de centinelas!’4, las DC expresan
un repertorio de receptores para el reconocimiento de patdégenos,
incluyendo receptores de fipo Toll (TLR) y receptores de lectinas de fipo
C. Los TLR desencadenan senales de alerta a fravés de vias de
senalizacion intracelular que culminan en la maduracion celular y la
produccion de citocinas. Los receptores de lectinas de tipo C
reconocen estructuras especificas de carbohidratos en los patégenos y
los internalizan para su degradacion en compartimentos lisosomales,
iniciando asi el proceso de presentacion antigénica.

Los patdégenos, por ofro lado, han desarrollado diversos
mecanismos de escape a la respuesta inmune del huesped
aprovechdndose de la funcidon de las DC, especialmente el VIH221, Al
igual que muchos otros patdogenos, el VIH interfiere la senalizacion a
través de TLR, alterando la secrecion de citocinas proinflamatorias y
antivirales necesarias para el desarrollo de una respuesta inmune
efectiva. El VIH, ademas, usa probablemente a las DC como medio de
transporte para alcanzar su diana principal, las células T CDA4+,
localizadas profundamente en la mucosa o en los nédulos linfaticos.
Ademds, se ha descrito que el VIH es capaz de infectar y replicarse
directamente en células de Langerhans (LC) y ofras DC mieloides?2!,
aunque este proceso infectivo es mucho menos robusto que el que se

produce en células T CD4+ y parece ser que requiere una mayor
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cantidad de virus. Ademds de los bajos niveles de replicacién en DC, se
ha propuesto que el virus utiliza estas células para dispersar la infeccion
de una forma “novedosa,” consistente en captura e internalizacion de
viriones intactos, seguido por una transferencia de estos viriones a traves
de la sinapsis inmunoldgica. Este mecanismo de transmision viral se ha
denominado ‘“infeccidén en trans”. Aungque no existe una evidencia
directa in vivo de este mecanismo, numerosas observaciones in vitro
sugieren que esta captura y fransferencia de viriones a células
permisivas es ventajosa para el virus, especialmente cuando la cantidad
de particulas infecciosas es limitada. En estudios tempranos realizados
en explantes de tejido ex-vivo, la mayoria de la replicacién de VIH se
observaba en conjugados DC-célula T. La adicion de DC a PBMC
aumentd considerablemente la replicacion del VIH. En estos cocultivos,
la mayoria de viriones se originaban en las células T, sugiriendo que las

DC contribuian de forma indirecta a la produccidn viralg4.95.99,

3. DEFENSINAS.

Los animales estdn constantemente expuestos a una miriada de
microorganismos y, aun asi, raramente se infectan, gracias a la funcién
de barrera de la piel y los epitelios, que previenen la entrada de
microbios, debido a la obstruccidbn mecdnica y a la presencia de
sustancias anfimicrobianas. Si la barrera se rompe, los patdgenos son

contenidos y eliminados por el sistema inmune del huesped.
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Los mamiferos han desarrollado dos tipos de inmunidad: innata,
no clonal y no especifica, y adaptativa, inducible y antigeno-
especifica?214!, La inmunidad innata representa la primera linea de
defensa, constitutiva y pre-existente, que es rdpidamente movilizada
tras la deteccion de una invasion microbiana. La rama efectora de la
inmunidad innata consiste  en dos componentes principales:
reclutamiento y/o activacidon de leucocitos (por ejemplo fagocitos,
granulocitos, monocitos/macrofagos, etc...) capaces de combatir los
patdgenos invasores, y la liberacion y/o activacion de una variedad de
mediadores humorales extracelulares (por ejemplo complemento,
citocinas, sustancias antimicrobianas, etc.).

Recientemente se empieza a reconocer el papel de estos dos
brazos de la inmunidad innata en el control de las infecciones virales.
Los péptidos antimicrobianos, constituidos por las defensinas y las
catelecidinas, son moléculas pequenas producidas fundamentalmente
por leucocitos y células epiteliales que poseen un amplio rango de
accion frente a gran diversidad de microorganismos223,

En esta tesis nos enfocamos en el estudio de las defensinas.
Aunqgue las defensinas se describieron por primera vez en 1983117, un
nUmero cada vez mayor de estudios recientes continUa describiendo los
multiples y complejos mecanismos a través de los cuales actuan estas

moléculas.
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3.1 Caracteriticas generales de las defensinas.

Las defensinas son moléculas efectoras de la inmunidad innata,
consistentes en péptidos pequenos (3-6 kDa) altamente bdsicos, ricos en
cisteina, producidos por leucocitos y células epitelialesss 109223 Poseen
actividad antimicrobiana de amplio espectro que abarca bacterias,
hongos y virus, incluido el VIH3435, ademds de capacidad para
neutralizar toxinas!®4214, Se trata de moléculas muy conservadas,
presentes en todos los vertebrados, existiendo también moléculas
equivalentes en invertebrados e incluso en plantas?’.

3.1.1. Clasificacion y estructura.

En humanos se diferencian dos grandes subfamilias de defensinas:
a-defensinas y B-defensinas. En  primates existen ademds las 0-
defensinas, que no se expresan en humanos debido a un stop codon
prematuro en la secuencia senal'’. Los péptidos maduros de los
distinfos tipos de defensinas comparten diversas caracteristicas,
incluyendo secuencias polipeptidicas cortas (de 18 a 45 aminodcidos),
tres puentes disulfuro intramoleculares, gran carga positiva y una
estructura terciaria en la que predomina el plegamiento B. Las a- y B-
defensinas se diferencian entre si por el apareamiento de sus seis
residuos de cisteina conservados, entre los que se forman tres puentes
disulfuro inframoleculares. Las a-defensinas tienen un apareamiento
entre los residuos 1-6, 2-4, 3-5 y las B-defensinas entre los residuos 1-5, 2-4,
3-6. Dado que las cisteinas 5 y 6 estan siempre adyacentes, las dos

familias son muy similares estructuralmente?1.194.208,
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La base de la estructura terciaria de las a- y B-defensinas consiste
en fres hojas antiparalelas, en plegamiento B, constrenidas por fres
puentes disulfuro?1.93.94160.229231 - Adicionalmente, la hoja se encuentra en
ocasiones flanqueada por una o dos a-hélices, como se ve en las P-
defensinas. En solucidon, la mayoria de las a y B-defensinas son
monomeéricas, aungue la a-defensina-1, a-defensina-3 y HBD3 forman
dimeros y HBD2 puede formar incluso oligdmeros. La estructura terciaria

representativa de a y B-defensinas se muestra en la figura 5.

Cysteines” Disulfide bon
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o f
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Figure 5. Esfructura terciaria representativa de a y B-defensinas.

La contribucion de la estructura de las defensinas a su funcidn puede
variar dependiendo de cudl sea la funcidn considerada. Por ejemplo,
los puentes disulfuro no son necesarios para la funcion antibacteriana

de a-defensina-1 o HBD3128222 Sin embargo, el correcto apareamiento

-4] -



de los puentes disulfuro es importante para la actividad quimiotdctica
atribuida a la HBD3.
3.1.2. Estructura genémica.

Todas las defensinas se sintetizan como prepropéptidos y son
procesados en distinfos grados dependiendo de su lugar de
expresionss223,

Los genes que codifican las defensinas se localizan en el
cromosoma 828, El gen de la a-defensina-1, DEFAT, y el de la a-
defensina-3, DEFA3, son prdcticamente idénticos excepto por una
mutacion puntual en el genoma que da lugar a la conversion del primer
residuo aminoacidico de alanina en a-defensina-1 a dcido aspdrtico en
a-defensina-3'21, El gen para la a-defensina-2 no se ha encontrado, por
lo que es probable que ésta se genere a partir de la 1 o la 3 por

procesamiento proteolitico (figura 6).

CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

1 a-defensin-1

Foteens | CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

4' a-defensin-2

CYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

a-defensin-3

Figura 6. Esquema de las a-defensinas 1, 2 y 3.
Los genes para las a-defensina-4, HDS y HDé y las B-defensinas 1y
2 también se localizan en el cromosoma 8. La estructura gendmica de

las a-defensinas 1, 3 y 4 consiste en 3 exones, exones |, Il y lll, que
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codifican la regidon no traducida 5' (5'-UTR), la preproregion y el péptido
maduro mads la 3'-UTR, respectivamente. Los genes para la HD5 y HDé
tienen dos exones??. En la figura 7 se muestran las estructuras

gendmicas para a- y B-defensinas.

HDEFA§ HDEFA1/1A WDEFA4 HDEFA6 HDEFB1 HDEFB3 HDEFB2
(HNP4)  (HD6)  (HBD1) (HBD3) (HBD2) 8p23

} - - - - || - - I - - B -| - -® Chromosome
location

Defensin gene
organization

mRNA

l Translation

Prepro-
defensin

Pre

Processing

Mature

Adapted from Yang et al. Annu Rev Immunol. 2004,22:181-215

Figura 7. Localizacion, transcripcion y traduccion de las defensinas.
Adaptado de Yang et al, 2004.

Una caracteristica peculiar muy importante de los genes que
codifican para algunas de las defensinas es la presencia de variaciones
en el nUmero de copias, algo no comUn para otros genes que codifican
importantes efectores de la inmunidad innata o para otros genes de
defensinas, ya que se ha visto que los genes DEFA4, DEFAS5, DEFA6 vy
DEFB1 tienen una Unica copial23223, Se ha descrito que los genes que
codifican para varias P-defensinas y para la a-defensinal-3 poseen

variaciones en el nUmero de copias, que se heredan de forma desigual,
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creando diferencias genéticas entre los distintos individuoss12.122223 |
rango en el niUmero de copias de cada gen varia entre 4-11 para
DEFA1/3 y enfre 1-4 para DEFB4 y DEFB103A segun distintos articulos, y se
ha visto que las variaciones en el nUmero de copias de DEFA1/3 son
independientes de las variaciones en DEFB4 y DEFB103A. Ademads se ha
descrito que el gen DEFA3 puede estar incluso ausente en un 10-37% de
la poblacion. Asimismo, es importante destacar que se observd que la
cantidad de a-defensinas1-3 encontrada en neutrdfilos era proporcional
al nUmero de copias de DEFA1/3 detectadas.

3.1.3. Fuentes celulares y distribucion en los tejidos.

Leucocitos y células epiteliales son las principales fuentes de
defensinas en mamiferos¢?223, Hasta el momento se han descrito seis
tipos de a-defensinas. Las a-defensinas-1, 2, 3 y 4 se encuentran
fundamentalmente en los neutrdfilos (por lo que también se denominan
HNP, human neutrophil peptides’?). Como se explicd en el apartado
anterior, las tres primeras se diferencian en un solo aminodcido y
constituyen el 5-7% del total de proteina en los neutrdfilos, mientras que
la a-defensina-4 tfiene una secuencia aminoacidica diferente vy
constituye Unicamente menos del 2% del total de defensinas en
neutréfilos. Aunque los neutrdfilos son la fuente principal de a-
defensinas-1, 2 y 3, se ha descrito que ofros subtipos de leucocitos
también las producen, como monocitos, macrofagos, células NK,
células B o células T y62127, Las a-defensinas 5 y 6 (HD5 y HDé) son

producidas fundamentalmente por las células de Paneth del intestinoés,
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aunque se han enconfrado también en ofros tejidos’4165, como
gldndulas salivares, tracto genital femenino o secreciones uretrales
asociadas a infeccion por Neisseria gonorrhoeae o Chlamydia
frachomatis.

Por otro lado, se han identificado 28 p-defensinas humanas
mediante buUsquedas basadas en genes, aungue solamente seis (HBDT,
2,3, 4, 5y 6) se expresan fundamentalmente en células epiteliales!?0.191,
La HBD1 se expresa de manera constitutiva en células epiteliales,
mientras que la expresion de las HBD2 y 3 puede ser inducida por virus,
bacterias, productos microbianos (como LPS) y citocinas pro-
inflamatorias. La expresion constitutiva de HBD4 parece estar restringida
a testes y antro gdstrico, aunque su expresion puede ser inducida por
PMA en células del epitelio respiratorio. HBDS y HBDé se expresan
especificamente en epididimo.

Tanto a-defensinas como p-defensinas se han encontrado
ademds en la leche materna, indicando un posible papel en proteger a
los recién nacidos frente a las infecciones.

En la tabla 3 se presenta un resumen de las celulas productoras,

tejidos y espectro antiviral de las distintas defensinas.

Tabla 3. Caracteristicas generales de las principales a y P

defensinas.
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q-
defensinas
1-3

Placentq,
mucosa
intestinal y
cervical, moco

cervical, liquido

amnidftico.
Plasma.

Neutrdfilos,
monocitos,
macrofagos,
NK, células B,
células yé

Constitutiva

VIH-1
VHS-1, VHS-2,
VSV, CMYV,
virus influenza,
adenovirus,
papilomavirus.

HD5 y HDé

HBD 2y 3

Glandulas
salivares,
estémago,
intestino, ojos,
fracto genital
femenino (HDS5

Mucosa oral y
nasal, pulmones,
glédndulas
salivares,
estémago,
intestino, piel,
ojos, fracto
urogenital,
rinones. Plasma.

Células de Constitutiva o

Paneth del inducible (por
intestino. infecciones de
Células fransmision

epiteliales sexual)

vaginales (HD5

Células Inducible en
epiteliales, respuesta a
monocitos, virus, bacterias,

macréfagos, LPS,

MDDC, peptidoglicano,

queratinocitos. lipoproteinas,
citocinas (IL-1B,
TNF) y factores

de crecimiento.

papilomavirus

VIH-1,
adenovirus,
rhinovirus y

virus vaccinia.

3.1.4 Defensinas como moléculas efectoras y reguladoras de la

inmunidad innata.

3.1.4.1 Efecto antimicrobiano directo.

Las defensinas tienen multiples funciones defensivas348.114.223,

Hasta el momento, todas las defensinas caracterizadas tienen efecto

anfimicrobiano directo. Se ha demostrado su capacidad para matar, in
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vitro, un rango amplio de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
virus con y sin envoltura, hongos y algunos pardsitos, especialmente
cuando las defensinas se encuentran en condiciones de baja
concentracion de sal y proteinas plasmdticas.  Este efecto
antimicrobiano directo es dependiente de dosis y se observa
normalmente en un rango micromolar.

No se conoce completamente el mecanismo o mecanismos por
los que se desarrolla esta actividad microbicida. La interaccion entre las
defensinas y los microorganismos diana da lugar a una desestabilizacion
y disrupcidon de la membrana, provocando un aumento de la
permeabilidad y salida de pequenas moléculas. La topologia polar de
las defensinas, con regiones cargadas e hidrofébicas separadas les
permite insertarse en la membrana microbiana, que contiene mayor
cantidad de fosfolipidos cargados negativamente que la membrana
celular de los mamiferos. Esta interaccion se cree que provoca la
formacion de multiples poros en la membrana microbianal!s116,

La actividad antimicrobiana directa de la mayoria de las
defensinas in vifro desaparece con concentraciones fisioldgicas de sales
(por ejemplo 150 mM de NaCl), concentraciones crecientes de cationes
divalentes y proteinas del suero, aunque la magnitud de la inhibicidn
depende del microorganismo diana. Por lo tanto, se ha especulado que
la actividad microbicida de las defensinas puede estar restringida a

ambientes secuestrados donde se encuentren bajas concentraciones
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de sal y proteinas séricas, como puede ser la superficie de las
MUCOsas?23,

3.1.4.2 Defensinas como agentes quimiotacticos.

Algunas a vy Pp-defensinas han mostrado tener actividad
quimiotdctica y ser capaces de inducir la produccion de citocinas en
distintos tipos celulares. Por tanto, las defensinas fienen la capacidad de
modular el sistema inmune ademds de actuar como efectores directos.

La mayoria de defensinas examinadas hasta la fecha son
quimiotdcticas para leucocitos a concentraciones nanomolares. La a-
defensina-1 es quimiotdctica para monocitos, linfocitos CD8, linfocitos
CD4 naive y DC inmaduras, pero no para linfocitos CD45RO memoria ni
para DC madurass2209.224. Por otro lado, HBD1 y 2 atrae células T
memoria y DC inmaduras a fravés de la union al receptor CCRé
(receptor para la quimiocina CCL20)172225, Ademds, HBD2 puede atraer
e inducir degranulacion de mastocitos. HBD3 y 4 atraen
monocitos/macréfagos. Mds recientemente, HD-5 y a-defensina-1 y 3
han mostrado ser quimiotdacticas para macréfagos, células mastoides y
linfocitos.

Aunque los receptores especificos responsables de la actividad
guimiotdctica de las a-defensinas-1-3 no han sido identificados aun, se
ha visto que la actividad quimiotdctica puede ser bloqueada por la
toxina pertUsica’’225, indicando que deben estar involucrados

receptores acoplados a proteinas Gia.
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Cada vez un mayor nUmero de estudios muestran nuevas
funciones bioldgicas de las a- y las p-defensinas que deberian estar
mediadas a fravés de la interaccion con receptores y activacion de vias
de senalizacion intracelulares. Sin embargo, estos receptores y vias de
senalizacion aun no han sido descubiertos.

3.1.4.3 Induccidén de mediadores inflamatorios.

Las a-defensinas-1-3 y las HBD2 han mostrado la capacidad de
inducir degranulacidon de mastocitos y liberacion de histamina y
prostaglandina D2223. Ademds, las a-defensinas-1-3 aumentan Ia
produccion de IL-8 en células epiteliales bronquiales y en monocitos3’.
Dado que IL-8 es un potente agente quimiotdctico para neutréfilos, es
muy probable que las defensinas de forma indirecta atfraigan a
neutréfilos a los focos inflamatorios mediante la induccion de IL-8. La
degranulacion de neutrdfilos genera a su vez mds a-defensinas-1-3 y se
produciria asi un ciclo de retroalimentacion positiva223,

Por otro lado, también se ha descrito que las a-defensinas-1-3
pueden incrementar la produccidon de TNF-a e IL-1 y disminuir la
produccion de IL-10 en monocitos32.

3.1.5 Defensinas como potenciadores de la inmunidad adaptativa.
3.1.5.1 Reclutamiento de DC.

El reclutamiento de DC a los lugares de entrada de
microorganismos, y su posterior maduracion, son eventos criticos para la
induccion de una respuesta inmune adaptativa. Como se menciond

anteriormente, las a-defensinas-1-3 y las HBD1 y HBD2 fienen la
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capacidad de atraer a DC inmaduras selectivamente, pero no DC
maduras. Ademds de atfraer DC inmaduras, HBD3 es ademds
quimiotdctica para monocitos/macréfagos. Dado que las defensinas se
liberan en grandes cantidades en respuesta a estimulos inflamatorios y
microbianos, es muy posible que contribuyan al reclutamiento de DC
inmaduras a los sitios de entrada microbiana.

3.1.5.2 Maduracién de DC.

La capacidad de las defensinas para inducir la maduracion de Ias
DC fue descrita por primera vez en el modelo murino?!32, La mBD2 tiene
la capacidad de inducir la maduracion fenotipica y funcional en DC de
raton. El tratamiento de las DC murinas con mBD2 produjo la up-
regulacion de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80 y CD86), MHC
clase Il y el receptor de quimiocinas CCR7. Ademdas, las DC murinas
tratadas con mBD2 desarrollaban la capacidad de activar células T
naive ya que inducian una mayor reaccion mixta linfocitaria que las
céluas no fratadas. Adicionalmente se demostrd que este efecto
madurativo era mediado a través del receptor TLR-4.

En modelo humano, se describid recientemente la capacidad de
la HBD3 para producir la maduracion de células presentadoras de
antigeno a través de los receptores TLR1 y TLR232:65,

3.2. Defensinas y VIH.

Tanto las a como las B-defensinas han mostrado tener actividad

inhibidora frente al VIH in vitro. Del mismo modo, la refrociclina, una 6-

defensina sintética basada en secuencias codificadas en los
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pseudogenes humanos también posee una muy importante actividad
inhibidora del VIH in vitro, incluso mayor que las ofras dos
subfamilias34.109.114,169,

En esta tesis nos centraremos en el estudio del efecto anti-VIH de
las a-defensinas1-3.
3.2.1 Actividad anti-VIH de las a-defensinas-1-3.

La capacidad de las a-defensinas1-3 para inactivar al VIH-1
fue demostrada por primera vez en 199334102152 sin embargo, estos
hallazgos no tuvieron gran relevancia hasta que en 2002 las o-
defensinas1-3 fueron asociadas al CAF (cellular antiviral factor)
secretado por los CD8228, Esta asociacidon fue contfrovertida vy
reinterpretada y finalmente si vio que, aungue las a-defensinas1-3 si que
tienen efecto anti-VIH, éstas no eran secretadas por los CD8, si no por
otras células contaminantes en el cultivo, y no se correspondian con el
CAF127.228

La actividad anti-VIH de las a-defensinas 1, 2 y 3 ha sido
posteriormente demostrada en diversos articulos y, aunque los
mecanismos exactos por los que ejercen su accion no son del todo
conocidos, parecen demostrar que actuarian tanto directamente sobre
los viriones inactivdndolos extracelularmente, como inhibiendo pasos
posteriores a la entrada del virus en la célula diana. Igualmente las a-
defensinas1-3 podrian ejercer un efecto antiviral indirecto modulando la

expresion de los receptores y correceptores del VIH.
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3.2.1.1 Efecto inhibidor directo de las a-defensinas1-3 sobre el VIH.

La capacidad de las a-defensinas1-3 de inactivar directamente al
VIH se ha demostrado en distintos trabajos, a una concentracion
micromolar y en ausencia de suero, y la adicion de suero al medio
elimina este efecto. Estudios iniciales mostraron que la incubacion del
VIH con a-defensinas1-3 a 200 ug/ml durante una hora daba lugar a
una inhibiciéon de la replicaciéon viral en un 70-98%, y este efecto era
abolido en presencia de un 5% de FCS1%7,

Mds recientemente, el efecto inhibidor directo fue ftambién
estudiado utilizando concentraciones menores de a-defensinas1-3. Asi,
concentraciones de a-defensinas1-3 de 1, 5 y 20 yg/ml mostraron un
efecto inhibidor directo sobre el VIH (a una MOI de 0.01) y, al igual que
en el estudio anterior, este efecto fue abolido por la presencia de suero.
Por ofro lado, al incrementar el nUmero de particulas virales en diez
veces (MOI de 0.1), el efecto antiviral era también abolido, incluso en
ausencia de suero3s.

El mecanismo involucrado en esta inhibicion directa del VIH no ha
sido determinado en estos estudios, pero se piensa que podria deberse,
en parte, a la interacciéon y alteracién de la envuelta lipidica viral, de
forma similar a lo que ha sido descrito para el virus herpes simple 1 (VHS-
1)44. No obstante, la inhibicién directa del VIH por las a-defensinas1-3 no
puede ser explicada Unicamente por la alteracion de la envoltura
lipidica, dado que la inferaccion de las a-defensinas1-3 con los viriones

no es enteramente inespecifica y, ademds, no son capaces de suprimir
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la infeccidn causada por algunos virus con envoltura mientras que si
inhiben a algunos virus sin envoltura, como el adenovirus44,

En esta linea, algunos estudios han abordado la capacidad
de las a-defensinas1-3 de actuar como lectinas e interactuar con
glicoproteinas. Asi, mediante surface plasmon resonance se demostro
coémo las a-defensinas se unian a los residuos carbohidratos de la gp120
de la envoltura del VIH y del receptor CD4 de las células2!s,
Posteriormente, Furci et al mostraron en un ensayo de fusion celular
coémo las a-defensinas 1-2 eran capaces de inhibir la fusion celular
mediada por tres envueltas del VIH con distinta especificidad de
correceptorss, demostrando asi que las a-defensinas podrian bloquear
la infeccion en los pasos mds tempranos, antes de la entrada del virus
en la célula. Asimismo, demostraron Ia unidon de las a-defensinasl-2 a
gp120, en una regidn que se solapa, es contigua o bien influencia la
conformacion del receptor CD4 y las regiones de unidn de los
correceptores, ya que se observd una disminucidon en la unidn con
anticuerpos dirigidos directamente contra la region de unidon de gp120
a CD4 (F105, IgG1b12) y frente a epitopos que se solapan con la zona
de unidon del correceptor (17b, 48d). Del mismo modo, las a-defensinas1-
2 se unian al receptor CD4 en una regidon directamente involucrada en
la interaccién con la gp120, el dominio D1, y eran capaces de blogquear
la interaccion entre CD4 y gp120. Esto sugeriria que las a-defensinas
poseen un perfil de unidn peculiar posiblemente a travées del

reconocimiento de uno o mds motivos carbohidratos especificos.
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Figura 8. Effecto inhibidor directo de las a-defensinas sobre las
membranas bacterianas y sobre el VIH.

3.2.1.2 Efecto de las a-defensinas1-3 sobre las células diana del
VIH.

Un efecto muy importante de las a-defensinas1-3 sobre las células
diana mostrado in vitro, que también ocurre en ausencia de suero, es su
capacidad para disminuir considerablemente la expresiéon de CD4 en la
superficie celularéé, el principal receptor del virus, asi como de CXCR4,
un correceptor, lo que podria tener importantes implicaciones en el
efecto antiviral de las a-defensinas1-3 secretadas in vivo.

Por el contrario, segun distintos trabajos, en presencia de suero y a
concentraciones no citotéxicas, las a-defensinas no parecen actuar
sobre el virus o sus receptores, sino sobre la célula infectada
blogueando la infeccion por VIH en los pasos posteriores a la entrada.

En ensayos de infeccion de ciclo Unico con linfocitos T CD4

activados se mostrd que la a-defensina 1 era capaz de inhibir la
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infeccion por VIH a concentraciones tan bajas como 0.25 ug/ml,
aunque el efecto 6ptimo se obtuvo con una concentracion de 1 ug/ml,
capaz de inhibir al virus tanto en células T CD4 activadas como en
ensayos de infeccion de macréfagosss. Este efecto inhibidor de la a-
defensina 1 fue observado incluso cuando las células eran pretratadas
con la defensina, lavadas y luego infectadas con el VIH, indicando que
la inactivacion directa de los viriones no era necesaria para el efecto
inhibidor observado33127, Mds aun, se demostrd que el fratamiento con
a-defensina 1 de los linfocitos T CD4 16 horas después de la infeccion
por VIH, era capaz de reducir en un 70% la expresion de genes del VIH a
concentraciones de 0.25 o mdas ug/mi3s.

La capacidad inhibidora de la a-defensina 1 fue también
demostrada posteriormente utilizando aislados primarios del VIH X4, RSy
X4R5 e infectando células T CD4 primarias3s. En este mismo trabajo se
demuestra que la a-defensina 1 afectaria mas de un punto del ciclo de
replicacion del VIH, que ocurriria después de la transcripcion inversa y
que incluiria un efecto postintegracion, y se demuestra que la via de
senalizacion de la protfein cinasa C (PKC) estaria implicada en la
inhibicién del VIH mediada por la a-defensina 1. Ya habia sido
demostrada previaomente la importancia que la PKC juega en la
infeccion por VIH® y que las a-defensinas son capaces de inhibir esta
via de senalizaciéon3s. En este estudio3s muestran ademds que la a-

defensinas 1 bloguearia probablemente los puntos de importacion
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nuclear y transcripcion del virus. Sin embargo, es muy posible que oftras
vias de senalizacion estén también implicadas.

Otro posible mecanismo de las a-defensinas1-3 para inhibir la
infeccion por VIH en presencia de suero ha sido descrito en macréfagos.
La incubacion de los macrofagos con a-defensinasl-2 incrementd
considerablemente la expresion de RNA vy la produccion de proteina de
las CC-quimiocinas MIP-1a y MIP-13 (MIP, macrophage inflammatory
protein) que son capaces de inhibir la infeccidon mediante competicion
con las cepas M-tropicas del VIH por el receptor CCR5 en los
macréfagos. Este efecto fue ademds confirmado mediante la utilizacion
de anticuerpos frente a CC-quimiocinas que abolian completamente la
acciéon anti-VIH de las a-defensinas1-2 en macrofagosss.

Tanto el efecto directo sobre el VIH, como el indirecto sobre la
célula diana, pueden tener relevancia in vivo en una respuesta inmune
innata frente al VIH. En la superficie de las mucosas, en ausencia de
suero, las a-defensinas-1-3 podrian actuar directamente sobre los
viriones, inhibir la unién entre la gpl120 y el CD4, asi como disminuir
considerablemente la expresion del receptor y correceptores del VIH. En
cambio, en presencia de suero, el efecto inhibidor se ejerceria sobre Ia
célula diana, actuando probablemente en los puntos de importacion
nuclear y transcripcion del virus.

En la figura 9 se muestra un modelo resumen de los mecanismos

por los que las defensinas podrian ejercer su efecto inhibidor del VIH.
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Figura 9. Resumen de los mecanismos anti-VIH directos e indirectos de
las defensinas. (Adaptado de Klotman et al, 2006)

3.2.1.3 Evidencias del efecto anti-VIH de las a-defensinas1-3 in
vivo.

Pocos trabajos han abordado el estudio de las a-defensinas1-3 en
pacientes infectados por VIH y la importancia in vivo del efecto anti-VIH
de las a-defensinas1-3.

Trabattoni et al estudiaron la produccidon de a-defensinasl1-3 en
individuos expuestos al VIH pero no infectados (ENI), individuos
infectados por VIH y controles sanos en PBMC vy biopsias cervicales?19,
encontrando una mayor expresion de defensinas en ENI. Estos resultados
estarian a favor de un posible papel protector de las a-defensinas1-3
frente a la infeccidén por VIH.

Oftros trabajos analizaron la presencia de a-defensinasl-3 en

tejidos linfoides de los pacientes infectados por VIHé1.62, el mayor punto

-57 -



de replicacidn del VIH, encontrdndose una mayor expresion en
pacientes infectados por VIH que en no infectados.

La presencia de a-defensinas1-3 en la leche materna fambien ha
sido demostrada en diversos articulos'>23 aunque su papel en la
transmision vertical del VIH no estd del todo claro. Niveles mayores de a-
defensinas1-3 han sido encontrados en mujeres VIH-positivas no tratadas
con HAART frente a las mujeres tratadas y una correlacion positiva con
el RNA viral fue encontrada. Se especula que podrian estar implicadas
en reducir la infectividad del virus en la leche materna o en aumentar la
resistencia del recién nacido’s.

Finalmente diversos estudios han analizado la presencia de a-
defensinas1-3 en secreciones mucosas vaginales y moco cervical,
demostrandose la presencia de niveles que varian a lo largo del ciclo
menstrual y el embarzo, por lo que muy probablemente estardn
influenciados por las concentraciones de hormonas sexuales4!. Las a-
defensinas1-3 enconfradas en estas secreciones fueron capaces de
inhibir al VIH in vitro, no obstante, debido a que las a-defensinasl-3
también aumentan frente a infecciones de fransmision sexual o
vaginosis bacteriana4!120, se hace muy dificil determinar si estarian o no

implicadas en la adquisicion del VIH.

4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.
Durante los Ultimos anos, cada vez mds autores apuntan hacia la

necesidad de enconfrar nuevas estrategias para luchar contra la
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pandemia por VIH, y va ganando cada vez mayor relevancia el papel
qgue juega la inmunidad innata en la lucha frente a la infeccion,
especialmente durante los primeros contactos entre el virus y las células
del sistema inmune. La capacidad de las defensinas para inhibir al virus
tanto antes de que éste infecte a la célula, como después de su
enfrada en la célula diana, asi como su amplia distribucidon por los
tejidos y, en particular, en las mucosas que sirven como puntos de
enfrada del virus, sus propiedades inmunomoduladoras y su capacidad
para regular la expresion del receptor y correceptores del VIH, hacen de
las defensinas moléculas muy prometedoras en el futuro de la lucha
frente al VIH.

Por otro lado, la mayoria de estudios de a-defensinas1-3 hasta el
momento, se han basado sobre todo en el andlisis de la capacidad
inhibidora del VIH in vitro y muy pocos trabajos se han enfocado en el
estudio de cohortes de pacientes infectados por VIH. Particularmente,
ningun estudio se ha centrado en las DC, células clave en la infeccién
por VIH, debido a su localizacion en los puntos de entrada del virus y a
su papel fundamental en la iniciacidon de la respuesta inmune
adaptativa, a través de la presentacion antigénica, y en la transmision
del virus a las células T CD4 a través de la sinapsis inmunoldgica e
infecciosa.

Por tanto, las peculiaridades bioldgicas de las defensinas, que
hacen de ellas unas moléculas efectoras de la inmunidad innata Unicas,

al mismo tiempo que son capaces de iniciar y modular la respuesta
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inmune adaptativa, unido al hecho de la ausencia de estudios sobre a-
defensinas humanas y DC, y la escasez de trabajos que aborden el
estudio de las a-defensinas1-3 en pacientes infectados por VIH, nos llevo
a concentrarnos en el estudio de la posible influencia de las a-

defensinas1-3 sobre la infeccion por el VIH.
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ii. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

1. HIPOTESIS DE TRABAJO.

I) Las células dendriticas inmaduras presentes en mucosas, epitelios y
otros territorios serian capaces de producir y secretar a-defensinas1-3, lo
que tendria una gran légica para facilitar su funcion frente a los distintos
patégenos, incluido el VIH, con los que se encontraran en dichos tejidos.
I) Cuanto mayor y/o mas efectiva fuera la produccion y secrecion de
a-defensinas1-3 por las DC, mayor seria su capacidad para “lesionar” al
VIH antes y después de capturarlo, lo que reduciria su infectividad y
favoreceria un procesamiento eficiente del virus inactivado sin que las
DC se infectasen, asi como la inactivacion de las particulas virales
unidas a la membrana de la DC, evitando de este modo que el virus
pudiera infectar a la célula T CD4 durante la presentaciéon antigénica.

lll) Esta hipotesis predice que existiia una expresion diferencial
interindividual de defensinas en las células dendriticas, lo que
constituiria un factor de resitencia/susceptibilidad a la infeccién por VIH

y su progresion a SIDA.

2. OBJETIVOS.
l) Investigar si las DC producen y secretan a-defensinas1-3 y si esta

produccion se ve modificada tras la maduraciéon de estas células.
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Il) Determinar los distintos factores que serian capaces de modular la
produccion de a-defensinas1-3 por las DC.

lll) Estudiar los niveles de produccion de a-defensinasl-3 por DC en
individuos sanos y en distintos grupos de individuos infectados por VIH y
iV) Cuantificar los niveles plasmaticos de a-defensinas1-3 en distintos
grupos de individuos infectados por VIH.

V) Analizar posibles asociaciones entre indicadores de evolucion de la
enfermedad y los niveles de a-defensinas1-3 encontrados en pacientes

infectados por VIH.
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iii. MATERIAL Y METODOS.
1. Generacion de células dendriticas derivadas de monocitos (MDDC).
1.1 Seleccion por adherencia.

El procedimiento de diferenciacion de células dendriticas a partir
de monocitos de sangre periférica a se realizd6 como estd descrito en
Garcia, F. et al. con modificaciones”! (Figura 10). EI protocolo de
obtencion fue el mismo para sangre obtenida a partir de concentrados
leucocitarios de donaciones del banco de sangre (buffy coats), sangre
periférica de donantes sanos o individuos infectados por VIH, segun se
especifica en cada seccidon de los resultados.

Mediante un gradiente de ficoll estadndar (sigma) se obtuvieron las
células mononucleares de sangre periférica (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells). Estas células se resuspendieron en medio cultivo
XVIVO-15 (Bio-Whittaker, Walkersville, MD, USA) suplementado con 1% de
suero AB humano, 50 ug/ml de gentamicinay 2,5 de ug/ml fungizona, y
fueron cultivadas a una concenfracion de 3 millones de células/ml
durante dos horas a 37°C y 5% de CO2. Durante este periodo, las células
CD14+ (monocitos) se adhieren al pldstico, mientras que los linfocitos
guedan en suspension. Seguidamente se eliminaron las células no
adherentes mediante 4 lavados y las células adherentes se cultivaron
con el mismo medio descrito suplementado con 1000 U/ml de GM-CSF e
IL-4 (Prospec-tany) en los dias 0, 3y 5 de culfivo. Tras 5 dias se obfuvieron

células dendriticas inmaduras (imMDDC). Para obtener DC maduras
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(MMDDC), las imDC de 5 dias fueron cultivadas 2 dias adicionales en
presencia de distintos agentes madurativos segin el experimento:
coctel de citocinas (1000 U/ml de TNF-a, 10 ng/ml IL-1B, 1000 U/ml IL-6
(Strathmann Biotec AG, Hamburg, Germany), LPS (500 ng/ml, sigma),

IFN-a.
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Immature MDDC frees 6. TNF-o  maturation
cocktail.

Figura 10. Profocolo de diferenciacion de las DC derivadas de
monocitos.

1.2 Seleccion por bolitas magnéticas.

De manera alternativa, para algunos de los experimentos, segun se
especifica, las células CD14+ fueron seleccionadas positivamente a
partir de las PBMC por bolitas magnéticas unidas a un anticuerpo anti-
CD14 y columnas (Midimacs LS columns) (Milteny Biotech). Tras elucion
de las columnas las células fueron culfivadas a 0.7 x 10¢ cells/ml en

medio suplementado con 1% de suero AB, IL-4 y GM-CSF.
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El inmunofenotipo y pureza de las MDDC fue determinado
mediante citometria de flujo utiizando combinaciones de mAlbs
conjugados con FITC y PE confra HLA-DR y CD14, CD80, CD83, CD86,
CD40, CDl11c, CD3, CD19 y CD56 (BD Biosciences). Como conftrol
negativo, se utlizaron mAbs conjugados a FITC y a PE de igual isotipo y
especificidad desconocida (BD Biosciences).

2. Aislamiento de células dendriticas mieloides (myDC) circulantes de
sangre periférica.

El aislamiento de myDC fue realizado utilizando concentrados
leucocitarios de donaciones del banco de sangre. Las myDC fueron
seleccionadas inmunomagnéticamente usando bolitas magnéticas
(Miltenyi Biotec) unidas al anticuerpo antfi-human CDI1c (BDCA-1) a
través de columnas MiniMacs LS columns. Previo a esta seleccion
positiva se realizé una deplecidén de células B con bolitas unidas a anti-
CD19 (Miltenyi Biotec). Tras elucion de las columnas, las células fueron
cultivadas a 0.7 x 10¢ cel/ml.

3. Aislamiento de linfocitos totales y linfocitos naive.

Los linfocitos totales fueron obtenidos tras adherencia a placa de
las PBMC, recuperando las células no adheridas. Estas células fueron
lavadas y se emplearon en cocultivos alogénicos.

Alternativamente, para la obtencidén de una poblacion de células
T CD4 naive, se utilizd el kit naive CD4 isolation kit (Miltenyi Biotec)
siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de PBMC se realizd

una seleccidn negativa, de forma que quedaron retenidas en la
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columna las células con marcadores CD8, CD16, CD19, CD14, CD45RO,
y se emplearon las células que pasaron a través de la columna para
realizar luego el cocultivo.

4. Andlisis mediante citometria de flujo.

4.1 Andlisis de moléculas de superficie.

Para el andlisis de moléculas de superficie, las células de estudio
(MDDC, myDC o células T) fueron primero bloqueadas con PBS mds
suero AB humano al 20% durante 30 min en hielo. A confinuacion se
incubaron con los anticuerpos monoclonales de interés segun el caso,
unidos a FITC, PE o PerCP segun es especifica en cada caso. Las células
fueron incubadas durante 20-30 min con el anficuerpo, a 4 °C
protegidas de la luz. Tras esta incubaciéon las células fueron lavadas y
fjadas para ser leidas por el citomefro de flujo FACscan (BD
Biosciences). Las poblaciones celulares fueron seleccionadas mediante
paradmetros de FSC y SSC.

4.2 Andlisis de defensinas infracelulares.

Para la tincidon intracelular de las a-defensinas1-3 en MDDC, las
células fueron incubadas o no (segun el experimento) con monensina
(Golgi Stop, BD Biosciences) durante 8h, lavadas, y marcadas primero
en su superficie por anficuerpos anti-HLA-DR (BD Biosciences)
conjugados con FITC, con el protocolo que se ha explicado en el
apartado 4.1. Posteriormente fueron fijadas y permeabilidazas utilizando
el kit Cytofix-Cytoperm Plus kit (BD Biosciences) siguiendo las

instrucciones indicadas. Se incubaron entonces con el anticuerpo
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monoclonal biotinado mouse anti-human defensins 1-3 (clone D21,
Hycult Biotechnology) durante 30 min y luego con estreptavidina
conjugada con PE (1/100, BD Biosciences) durante otros 30 min. El
control negativo para el marcaje de membrana fue un control de
isofipo conjugado con FITC (BD Biosciences) y para el anticuerpo anti-
defensinas un control de isotipo mouse IgG1 conjugado con biotina
(Southern Biotechnology, Birmingham, AL, USA)

Para la tincién de a-defensinas1-3 intracelulares en DC mieloides se
utilizd el mismo protocolo, excepto que la membrana celular fue
marcada con anti-CD1c FITC (Miltenyi Biotech) y las células fueron
incubadas durante 4h con la monensina.

Los datos fueron analizados con el software FlowJo (Tree Star, Inc.
Ashland, OR).

5. Inmunotincién para andlisis mediante microscopia confocal.

Los cubreobjetos fueron incubados con poli-L-Lisina (Sigma)
durante 30 min a 37°C, y luego lavados dos veces con PBS. Las células,
tras incubacién o no con monensina durante 8h, fueron lavadas dos
veces con PBS, ajustadas a 2x105/50 ul, en PBS, y luego incubadas en los
cubreobjetos durante 30 min. Después, las células ya adheridas fueron
lavadas suavemente dos veces con PBS. La superficie celular de las
MDDC fue marcada con anti-CD40 conjugado con FITC, durante 30 min
a 4°C. Las células fueron entonces lavadas, fijadas y permeabilizadas de
acuerdo a las instrucciones del kit “Cytofix & Cytoperm”. Para detectar

las defensinas intracelulares, se utilizd el anticuerpo monoclonal
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biotinado mouse anti-human defensins 1-3 (clone D21, Hycult
Biotechnology), durante 30 min a 4°C. Tras este marcaje, las células
fueron lavadas e incubadas con estreptavidina TRITC (BD Pharmigen)
durante 30 min, a 4°C. Los controles negativos fueron realizados con un
MAB mouse IgGl conjugado con biotina (Southern Biotechnology,
Birmingham, AL, USA) en lugar del anticuerpo anti-HNP. Durante los
Ultimos 10 min de este tratamiento los nucleos de las células fueron
tenidos con TO-PRO3 (Molecular Probes, dilucion 1/1000).

Finalmente, las células fueron lavadas dos veces en PBS, y los
cubreobjetos fueron montados en un porta objeto con “immunoFluor
mounting médium” (ICN Biomedical inc., Costa mesa, CA.). Las
imdagenes de microscopia confocal fueron adquiridas con el equipo
“Leica TCS SL laser scanning confocal spectral microscope” (Leica
Microsystems Heidelberg GmbH, Manheim, Germany) con Lasers de
Argon y de HeNe unidos a un microscopio invertido Leica DMIRE2. Las
emisiones de TRITC, FITC y To-pro3 fueron adquiridas secuencialmente
mediante un triple dichroic beam-splitter (TD 488/543/633nm) con rangos
de deteccion de emision de: 500- 535 nm, 555- 625 nm, 650- 750 nm,
respectivamente. Las imé&genes de contraste de fase fueron obtenidas
con la luz transmitida del fotfomultiplicador. Todas las imagenes fueron
obtenidas utilizando un objetivo de inmersion en aceite 63x (NA 1.32)
equipado con oOpticas de contraste de fase y un pinhole confocal
calibrado a 1 Airy uni”. Debido al pequeno tamano de las imdgenes de

las células fue necesario realizar un zoom electrénico para realizar una
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mayor magnificacion y mejor resolucion de las éstas. EI montaje vy
edicion de las imdgenes fue realizado utilizando el Software “Image
Processing Leica Confocal”.

6. ELISA.

Para cuantificar los niveles de a-defensinasl-3 presentes en los
sobrenadantes de los cultivos celulares y los plasmas, se utilizd el ELISA
comercial HNP 1-3 ELISA test kit (Hycult Biotechnology, Uden, The
Netherlands) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las placas fueron leidas a 450 nm, después de detener la reaccion
con H2SO4 1N, en un lector Microplate Reader 2001 (BIO WHITTAKER). Los
resultados ensenados corresponden a la media de la densidad déptica
(OD) de duplicados.

7. Expresion relativa de mRNA mediante RT-PCR en tiempo real.

Para evaluar la expresion relativa de mRNA de a-defensinasi-3 se
optimizéd una RT-PCR a tiempo real.

El RNA total fue exfraido de las células ufilizando el reactivo de
TRIzol (Sigma) de acuerdo con el protocolo del fabricante y el kit Total
RNA purification system (Invitrogen Corp., Paisley, Scotland). Alicuotas
de 1 ug de RNA total, 0.5 ug de oligo-(dT) (Sigma) como cebadores y 2
ul de dNTPs (mezcla de, 5 mM cada uno; Sigma) se disolvieron en agua
destilada estéril libre de RNAsas hasta completar un volumen de 12 ul,
luego se calentaron a 65°C durante 5 min y enfriaron a 4°C.
Posteriormente, se anadieron 4 ul de First Sfrand Buffer 5X (Tris-HCI 250

MM, KCI 375 mM, MgCl 15 mM, pH 8.,3; Invitrogen), 2 ul de ditiotreitol 100
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mM (DTT, Invitrogen SA, Barcelona, Espana) y 1 ul de inhibidor de RNAsas
(RNasa OUT; Invitrogen SA) y se incubaron a 42°C durante 2 min. La
reaccion fue iniciada con la adicion de Tul (200 unidades) de
transcriptasa reversa SuperScript II RT (Invitrogen), incubacion a 42°C
durante 50 min vy finalizada a 70°C durante 15 min. Los cDNAs fueron
amplificados con el kit comercial LightCycler FastStart DNA MasterfLus
SYBR Green | (Roche, Penzberg, Germany). Cada reaccion fue llevada a
cabo con 2 ul de cDNA, 4 ul de mezcla de reaccion 5X (FastStart DNA
MasterPtls SYBR Green 1), 0.5 uM de cada cebador y agua destilada
estéril libore de RNAsas hasta completar un volumen final de 20 pl. La PCR
en tiempo real fue llevada a cabo durante 45 ciclos utilizando el
termociclador LightCycler (Roche). Los primers especificos fueron
seleccionados de acuerdo con la base de datos de GeneBank y las
condiciones de temperaturas y tiempos para la amplificacion fueron las
siguientes: a-defensins 1-3, amplimero 105 bp, sentido: 5'-CTT
GGCTCCAAAGCATCC-3’, antisentido 5'-GAACCTGCATCTACCAGGGA-
3'"; (desnaturalizacion 5 s a 95°C, hibridacion 5's a 66, extension 4s a 72° y
adquisicion de fluorescencia por 4s a 82); B-2-microglobulina: amplimero
107 pb, sentido: 5-ACACAACTGTIGTITCACTAGC-3', antisentido: 5'-
CAACTICATCCACGITCACC-3', (desnaturalizacion 5 s a 95°C,
hibridaciéon 10 s a 58°C, extension 4 s a 72°C, y adquisiciobn de
fluorescencia por 4 s a 85 °C).

Para calcular la expresion relativa de a-defensinas1-3 se ufilizaron

los niveles de mMRNA de la B-2-microglobulinal®é como control de carga
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para normalizar las cantidades de mRNA. Los niveles relativos de mRNA
fueron calculados utilizando la siguiente férmula®: Expresion relativa de
MRNA de a-defensinas1-3 = 2 - (Ctde g-defensinas]-3 - Cf del control de carga) x
103 . Todas las muestras de cDNA fueron amplificadas por duplicado, y
se muestran las medias aritméticas = 1SD.

8. Secuenciacion

Para validar los primers se secuencid el producto de la PCR. Ambos
primers fueron especificamente seleccionados para localizarse en
diferentes exones, asegurdndose asi la amplificacion de cDNA y no DNA
gendmico.

9. Tratamientos celulares.

9.1 Ensayos de estimulacion con a-defensinas1-3.

Para los ensayos de maduracion, fras 5 dias en cultivo, las
imMDDC fueron lavadas y cultivadas por dos dias adicionales en el
mismo medio descrito anteriormente (X-VIVO15 suplementado con 1%
de suero humano AB) en presencia de a-defensinas1-3 (human purified
HNP1-3, Hycult biotechnology, endotoxin-free) a las siguientes
concentraciones: 0.25 ug/ml (7.3x108 M), 0.5 pg/ml (1.4x107 M), 1 ug/ml
(2.9x107 M), 10 pg/ml (2.9x10¢ M) y 20 ug/mil (5.8x10-¢ M). En paralelo, las
imMDDC fueron también cultivadas durante dos dias en presencia del
coéctel de maduracion de citocinas y las mismas dosis de a-defensinasi-
3 descritas, de manera simultdnea. En algunos de los experimentos, las

imMDDC se cultivaron durante estos dos dias con las mismas
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condiciones pero en presencia de una mayor concentracion de sueron
humano (X-VIVO15 suplementado con 5% suero AB humano).

Para los ensayos de diferenciacion, las células CD14+ fueron
inmunomagnéticamente seleccionadas y cultivadas durante 5 dias en
el mismo medio descrito (X-VIVO15 con 1% suero AB humano) en placas
de 6 pocillos. Desde el dia 0 hasta el dia 4 de cultivo se fueron
anadiendo a-defensinas1-3 a cada pocillo, a las dosis de 20 o 0.5 pg/ml
en paralelo, y las células y los sobrenadantes fueron analizados en dia 5.
Como células control, en uno de los pocillos las MDDC fueron

diferenciadas en ausencia de a-defensinasl-3. El esquema del diseno

del ensayo se muestra en la figura.
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Figura 11. Esquema del diseno del ensayo de diferenciacion.
A lo largo del estudio, al menos ftres batches diferentes de a-
defensinas1-3 fueron utilizados y no se detectaron diferencias en los

resulfados.
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9.2 Tratamientos hormonales.

MDDC inmaduras o myDC aisladas directamente de sangre,
fueron lavadas e incubadas durante 24h con 17 p-estradiol (E2, Sigma) o
con progesterona soluble en agua (water soluble progesterone; PG,
Sigma) a distintas dosis: 0.1, 1 y 10 yg/ml. Tras estas incubaciones las
células se analizaron o se utilizaron en co-cultivo o ensayos de infeccion.
9.3 Ensayos de infeccion con NDV-B1 y NDV-NS1

Células con o sin prefratamiento estrogénico, fueron infectadas
con los virus NDV-B1 o NDV-NS1 (NewCastle Disease Virus) a una MOI
(multiplicity of infection) de 0.5 durante 40 min en medio RPMI libre de
suero. Tras los 40 min, se anadié medio suplementado con suero, para
dejar las células a 1 x 106 cel/ml al 1% de suero AB humano. Las células
fueron entonces incubadas durante 2h, 8h y 18h y los sobrenadantes y
las células fueron recogidos para su andlisis.

10. Medicion de citocinas y quimiocinas en los sobrenadantes.

Los niveles de citocinas y quimiocinas en los sobrenadantes fueron
analizados mediante ELISA para TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12p40, IL-10, IL-8 vy
TGF-B1 como parte de un ensayo multiplex siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las placas se leyeron por Luminex, y los datos se
analizaron con el software Luminex xPONENT.

11. Deteccidn de apoptosis y necrosis.

Se emplearon Annexin V (ApoDETECT™ Annexin V-FITC kit; Zymed
Laboratories, San Francisco, CA) y 7AAd (7-aminoactinomycin D) para

detectar células apoptdticas y necrdticas respectivamente. Tras la
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incubacién con a-defensinas1-3 durante 48h, las MDDC tfratadas y no
tratadas con el coctel de maduracion, fueron lavadas con PBS frio y
resuspendidas en AnV-binding buffer. Las células fueron entonces
marcadas siguiendo las instrucciones del fabricante y se analizaron por
citometria de flujo.

12. Cultivo mixto leucocitario.

12.1 Cultivo alogénico tras incubacion con defensinas.

Las células respondedoras fueron PBMC depletadas de monocitos
por adherencia a placa. Estas células fueron marcadas con CFSE (Cell
Trace CFSE Cell Proliferation kit for flow cytometry, Invitrogen) tal y como
indicaban las instrucciones. Tras la incubaciéon con CFSE las células
fueron lavadas y resuspendidas en medio X-VIVO-10 y puestas en
coculfivo con las células estimuladoras, es decir, MDDC alogénicas, en
placas de 96 pocillos a una razén estimuladoras/respondedoras de 1:10,
en friplicados. Las MDDC habian sido tratadas con o sin a-defensinas1-3
a las dosis de 1 o 20 ug/ml durante 48h, lavadas y fenotipadas antes de
ser puestas en cocultivo. Tras 6 dias de incubacion, las células en
cocultivo fueron marcadas con anficuerpos monoclonales anti-CD3
perCP y anti-CD4 PE (Beckton Dickinson) y analizadas por citometria de
flujo.

12.2 Cultivo alogénico para la medicion de defensinas en
sobrenadante.

MDDC tratadas con o sin E2 o PG a las dosis de 10, 1 o 0.1 ug/ml

durante 24h, fueron puestas en cocultivo con células CD4 naive
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alogénicas (naive CD4 isolation kit, Miltenyi Biotec), a diferentes razones
(1:1, 1:3y 1:5) en placas de 96 pocillos, en triplicados. Tras 1, 2 y 3 dias en
cocultivo, los sobrenadantes fueron analizados para detectar o-
defensinas1-3 por ELISA.

13. Estudio de la produccion de a-defensinas1-3 en individuos

infectados y no infectados por VIH.

13.1 Cohortes de individuos incluidos en el estudio.

Todos los individuos fueron reclutados en el Hospital Clinico de
Barcelona. Los grupos de pacientes incluidos en el estudio fueron:

Controladores de élite (n=4): Individuos infectados por VIH, con
niveles de células T CD4 mayores de 450 células/microlitro y carga viral
plasmdatica (PVL, plasmatic viral load) bajo los limites de deteccion
(menos de 50 copias), en todas las determinaciones y en ausencia de
tratamiento antirretroviral.

Controladores (VC; n=15): Mismas caracteristicas que el grupo
anterior, pero con PVL entre 50 y 5000 copias.

No controladores virémicos (VNC; n=11): Se seleccionaron
pacientes con niveles de CD4 mayores de 450 cél/microl y carga viral
mayor que 5000 copias en ausencia de tratamiento antirretroviral.

Pacientes con tratamiento antirretroviral (HAART; n=9): Pacientes
con tratamiento antirretroviral y niveles de CD4 mayores de 450 y sin

infecciones oportunistas.
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Individuos no infectados por VIH (n=15): individuos conftrol, sanos,

voluntarios, no infectados y no expuestos.

13.2 Muestras necesarias para el estudio.

Obtencion de células:

Se extrgjeron 50 ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA
mediante venopuncion, y de esta sangre se obtuvieron las MDDC
siguiendo el protocolo descrito anteriormente.

Plasmas:

Se emplearon plasmas criopreservados y se ultilizaron al menos dos
plasmas de cada paciente, extraidos en momentos diferentes, para
estudiar posibles variaciones a lo largo del tiempo. La determinacién se
realizé con el mismo kit de ELISA siguiendo las instrucciones del
fabricante para la deteccion de defensinas en plasma.

13.3 Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizd utilizando el software GraphPad
Prism 5.00 (GraphPad Software, San Diego, California USA). Un valor de p
menor que 0.05 se considerd como estadisticamente significativo.

Las comparaciones entre dos grupos se realizaron utilizando el test
no paramétrico de Mann-Whitney de dos colas. Para comparaciones
multiples se utilizd el test de Kruskal-Wallis seguido de un post-test
(Dunbar). Las correlaciones se estudiaron aplicando el test de
correlacion de Spearman. Y, finaimente, se utilizaron curvas de
mortalidad y el test de Log-Rank (Mantel-Cox) para estudiar diferencias

significativas entre las distintas curvas.
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iv. RESULTADOS.

1. LAS CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS HUMANAS

PRODUCEN Y SECRETAN a-DEFENSINAS-1-3.

1.1 Expresion relativa de mRNA de a-defensinas-1-3 en MDDC.

Para determinar si las MDDC producian a-defensinas1-3 se
estudiaron los niveles de expresion de mRNA por RT-PCR convencional y
a tiempo real, tanto en MDDC inmaduras y maduras como en
monocitos, sirviendo estos como control, ya que son las células de Ias
que se derivaron las DC. Ademds, como control positivo se utilizaron
PBMC totales, ya que habia sido previamente descrita la presencia de
a-defensinas1-3 en estas células®é.

Tanto en IMMDDC como en monocitos se encontraron transcritos
de a-defensinas1-3 (fig.1A), pero la expresion relativa de RNA de a-
defensinas1-3 en imMDDC fue mayor que en los monocitos (fig.1B). Por
el contrario, no se detectaron o se detectaron niveles muy bajos de o-
defensinas1-3 en mMDDC (fig TA y 1B). Es importante destacar que la

viabilidad de las MDDC maduras e inmaduras fue similar (>920%).
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Figura 1. Expresién relativa de mRNA por RT-PCR convencional (A) y a tiempo real (B).
Los niveles de expresion relativa de mRNA fueron normalizados frente a B-2-
microglobulina. Las cajas representan 3 experimentos independientes con donantes
diferentes. La linea horizontal dentro de las cajas representa la mediana. Los limites
representan los percentiles 10 y 90.

1.2 Deteccién intracelular de a-defensinas-1-3 en MDDC.

Tras estos resultados se investigd la presencia de a-defensinas1-3
intfracelulares por citometria de flujo, con resultados negativos iniciales
en MDDC inmaduras y maduras (fig2A). Ya que las defensinas han sido
descritas como péptidos de secrecioné’, el ensayo se repitid tras
tratamiento con monensina durante 8h, para acumular los péptidos de
a-defensinas1-3 en el interior de la célula dendritica. El andlisis por
citometria de flujo tras fratamiento con monensina reveld que el 92,18%
de las imMDDC contenia a-defensinas1-3 intracelulares, mientras que
esto sélo ocurria en un 1,03% de las mMDDCs (fig2B). Aplicando el test
de Kolmogorov-Smirnof a las diferencias en los histogramas entre MDDC
inmaduras y maduras, estas diferencias resultaron ser estadisticamente
significativas (P<0,001).

Asi mismo, mediante microscopia confocal, se pudieron observar

las a-defensinas 1-3 intracelulares (fig.2C).
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Estos datos sugerian que las defensinas podrian haber sido

secretadas a los sobrenadantes de los cultivos.
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Figura 2. Deteccién intracelular de a-defensinas 1-3 por citometria de flujo (A y B) y

microscopia confocal (C). (A) En ausencia de tratamiento con monensina no se
detectaron defensinas intracelulares. (B) Deteccion tras tratamiento de las MDDC
inmaduras y maduras con monensina durante 8h. Se realizé un doble marcaje para
HLA-DR y a-defensinas 1-3, las células positivas para HLA-DR fueron seleccionadas y los
histogramas corresponden a las células positivas para a-defensinas 1-3. Mds de 100.000
eventos fueron analizados en cada histograma. Experimento representativo de 3
experimentos independientes. (C)Microscopia confocal de MDDC inmaduras
marcadas en superficie con anti-CD40 FITC e infracelularmente para a-defensinasi-3.

1.3 Secrecion de a-defensinas1-3 por las MDDC.

Asi pues, el proximo paso fue analizar los sobrenadantes de los
cultivos de las MDDC inmaduras (5 dias en cultivo) y las MDDC maduras
(7 dias en cultivo) mediante ELISA, para investigar la presencia de a-
defensinas1-3. Como conftrol, los monocitos de los que las MDDC se
derivaron también se cultivaron en paralelo, y las a-defensinas1-3 se
midieron a dia 5y 7 para MDDC inmaduras y maduras respectivamente.

En los sobrenadantes de imMDDC y monocitos se detectaron a-

defensinas1-3, aunque los niveles fueron claramente superiores en los
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sobrenadantes de las iImMDDC que en los de los monocitos (fig3A),
mientras que en los sobrenadantes de las mMDDC los niveles tendian a
disminuir, alcanzando unos niveles similares a los observados en los
sobrenadantes de los monocitos, incluso a pesar de estar dos dias mds
en cultivo (fig.3B)

Estos resultados concuerdan con los resultados encontrados en
RNA vy proteina intracelular. Ademds, hay que resaltar, que la
disminucion de a-defensinas1-3 en los sobrenadantes de las mMDDC
comparado con las imMDDC no fue resultado de la adsorcidon a las
placas de cultivo ya que sobrenadantes centrifugados de imMDDC,
cultivados en paralelo durante 48h, en ausencia de células, con o sin
coctel de maduraciéon, no mostraron diferencias significativas (fig3C).
Este descenso es probablemente el resultado de la ausencia de sintesis
de a-defensinas1-3, aunque cabe la posibilidad de que pudiera reflejar
cierto grado de consumo por parte de la MDDC durante su proceso de
maduracion.

La variabilidad interindividual observada en la cantidad de o-
defensinas1-3 producidas por las imMDDC es consistente con la
expresion diferencial de MmRNA en PBMC dependiendo de las
variaciones en el nUmero de copias de los genes de a-defensinas DEFA 1

y DEFA35.12.
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Figura 3. Deteccién de a-defensinas 1-3 en los sobrenadantes. (A) Cuantificacién por
ELISA de los niveles de a-defensinas 1-3 en sobrenadantes de monocitos, MDDC
inmaduras y maduras de un mismo donante. (B) ELISA de los sobrenadantes de MDDC
maduras e inmaduras de 4 donantes diferentes. (C) Deteccidon de a-defensinas 1-3 en
los sobrenadantes de las MDDC cultivadas segun las condiciones indicadas, sélo hubo
descenso de los niveles cuando las MDDC estuvieron en presencia de coctel de
maduraciéon. Las barras representan la media + SEM de 3 experimentos
independientes.

1.4 Produccién de a-defensinas 1-3 tras estimulacion de las MDDC con
citocinas proinflamatorias.

También analizamos el efecto de cada una de las citocinas
proinflamatorias del codctel de maduracion. Con este propdsito, las
MDDC fueron cultivadas en paralelo durante 48h con cada una de las
citocinas que compone el céctel de maduracion por separado, IL-10, IL-
6y INF-a, y con todas las citocinas juntas (codctel de maduracion tipico).
Como se muestra en la figura 4A, la expresion relativa de mRNA de o-
defensinas1-3 aumentd tras la estimulacion de las MDDC con IL-1p
durante 48h. IL-6 y TNF-a aumentaron ligeramente o mantuvieron los
niveles de mMRNA de a-defensinas1-3 comparado con las imMDDC. En
todos los casos, tras la maduracion con el coctel completo, los niveles

de MRNA de ao-defensinasl-3 fueron indetectables o levemente
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detectables (fig.4A). Estos datos fueron consistentes con los resultados
observados por ELISA (fig.4B), que mostraron los mayores niveles de o-
defensinas1-3 secretadas en los sobrenadantes de las células
estimuladas con IL-1f y los menores valores tras la estimulacion con el

coctel de maduracion completo.
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Figura 4. Regulacién de la produccién de a-defensinas 1-3 en MDDC tras
estimulacién con citocinas. (A) RT-PCR a tiempo real y (B) ELISA de 4 donantes
diferentes. Las células fueron obtenidas de buffy coats y cultivadas durante 48h con las
citocinas indicadas. MDDC maduras fueron cultivadas con las fres citocinas
simultaneamente.

1.5 La completa maduracién de las células dendriticas por distintos
agentes madurativos disminuye la produccién de a-defensinas 1-3.
Para determinar si la maduracion de las MDDC con oftros
componentes distintos del coctel de maduracion de citocinas
produciria el mismo efecto, usamos LPS, un ligando del TLR4, para
madurar las MDDC. Los resultados fueron similares a los encontrados con

el coctel de maduracidn de citocinas. De hecho, tras la maduracion
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con LPS, los transcritos de a-defensinas1-3 fueron indetectables (fig.5A)
y los niveles de a-defensinas1-3 en los sobrenadantes de las células
maduradas con LPS tendian a disminuir comparados con los
sobrenadantes de las imMDDC (fig.5B)

Asi mismo, como se muestra en la figura 5C, tras estimulacion de
las MDDC durante 24h con IFN-a, ofro agente madurativo, los niveles de
a-defensinas1-3  detectados en los  sobrenadantes  también
disminuyeron.

Ya que el LPS, el IFN-a y el céctel de citocinas, pese a actuar a
través de vias diferentes, indujeron los mismos efectos sobre la
produccion de defensinas, hipotetizamos que ofros sistemas que
promuevan la maduracion completa de las DC dardn como resultado
una disminucion en la produccion de a-defensinas1-3. Mds adelante, en

el apartado 2.3 se mostrardn mds ensayos realizados para probar esta

hipotesis.
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Figura 5. Produccién de a-defensinas 1-3 tras maduracién de las MDDC con distintos
agentes. Deteccion de la produccion de a-defensinas 1-3 por (A) RT-PCR a tiempo
real y (B) ELISA tras maduracién con LPS. (C) Deteccion de a-defensinas 1-3 en
sobrenadantes tras incubacion con IFN-a durante 24h. Las barras representan la media
+ SD.
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2. LA INFECCION VIRAL MODULA LA SECRECION DE a-DEFENSINAS 1-3 EN

LAS CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS Y EN LAS CELULAS

DENDRITICAS MIELOIDES (CD1c+) CIRCULANTES. IMPORTANCIA DEL

EFECTO ESTROGENICO.

2.1 Las DC mieloides (CD1c+) circulantes aisladas de sangre también, al
igual que las MDDC, producen a-defensinas 1-3.

Dado que las MDDC se consideran un buen modelo in vitro de Ias
DC mieloides, y en vista de los resultados observados con las MDDC,
quisimos comprobar si las DC mieloides directamente aisladas de sangre
también serian capaces de producir a-defensinas 1-3.

Para este propdsito, en  primer lugar  analizamos
comparafivamente la secrecion de a-defensinas 1-3 por las dos
poblaciones de DC del estudio, DC mieloides circulantes directamente
aisladas de sangre (myDC) y MDDC. Usando buffy coats de donantes
sanos, se aislaron monocitos (CD14+) y se cultivaron durante 5 dias en
presencia de IL-4 y GM-CSF para inducir su diferenciacion a MDDC. La
pureza de la poblacion celular se analizd por citometria de flujo y mostrd
ser 96.8% 1.4 CD14- CDl11c+ (fig.6A panel izquierdo). De los mismos
donantes también se aislaron células CD1c+. La seleccion positiva de
CDIlc se readlizd tras deplecion de células CD19+. La pureza de esta
poblacion resultd ser 97.5%+1.1 CD19-CD11c+ (fig.6A panel derecho).

La figura 6B muestra los niveles de a-defensinas 1-3 detectados

mediante ELISA en los sobrenadantes de ambas poblaciones celulares,
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provenientes de un mismo donante. Como se observa en la figura, los
niveles de a-defensinas 1-3 tras 2 y 8 horas de cultivo son 10 veces
mayores en los sobrenadantes de las myDC que en los de las MDDC.
Ademds, en la figura 6C, se muestra la presencia infracelular de
péptidos de a-defensinas 1-3 en las myDC fras marcaje intracelular con

anticuerpos monoclonales y andlisis por citometria de flujo.
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Figura 6. Produccién de a-defensinas 1-3 por MDDC y myDC. (A) Pureza de la
poblacién de MDDC (panel izquierdo) y myDC (panel derecho) por citometria de flujo.
(B) Secrecion de a-defensinas 1-3 tras 2 y 8 h de cultivo en MDDC (barras negras) y
myDC (barras blancas) de un mismo donante. Las barras representa la media + SD. (C)
Deteccidn intracelular de a-defensinas 1-3 en myDC tras tratamiento con monensina
(panel izquierdo, 8.8% poblacion positiva) y sin monensina (panel derecho, 0.41% de
positividad).
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2.2 Las DC mieloides (CD1c+) circulantes responden mds robustamente
a la infeccion viral que las MDDC.

Para estudiar la respuesta antiviral en las dos poblaciones de DC
del estudio, las células fueron infectadas con NDV-B1, un virus que
induce una potente respuesta caracterizada por la secrecion de IFN de
tipo | y ofras citocinas inflamatorias y por la up-regulacion de moléculas
de superficie indicadoras de activacion/maduracion de DC'25, Ademads,
en paralelo, fambiéen infectamos las células con NDV-NS1 que lleva la
proteina antagonista NS1 del virus influenza e inhibe la respuesta
anfiviral®?.

Ambas poblaciones de DC (MDDC y myDC) produjeron IFN fipo |
tras la infeccidn con NDV-B1 determinado mediante la presencia de
MRNA de IFN-a e IFN-B por gRT-PCR. En ambas poblaciones celulares los
niveles de IFN aumentaron tras 2h de infeccion pero las en myDC los
niveles de IFN-B e IFN-a fueron 10 y 3 veces mayores respectivamente
que los niveles detectados al mismo tiempo post-infeccion en MDDC.
Ademds, los niveles de estas citocinas en myDC alcanzaron su mdximo a
las 8h post-infeccion mientras que las MDDC lo alcanzaron a las 12h. En
ambas poblaciones celulares NDV-NS1 suprimid la respuesta antiviral
mediada por IFN de fipo | y sirvio como confrol negativo (datos no
mostrados). Estos resultados muestran que las dos poblaciones de DC
responden ante la infeccion viral activamente, produciendo vy
secretando IFN de fipo |, pero hay diferencias significativas entre la

robustez de la respuesta desarrollada por cada una de ellas.
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2.3 El desarrollo de una respuesta antiviral por las DC modula la
secrecion de a-defensinas1-3.

Para comprobar si la infeccion viral afectaria la secrecion de a-
defensinas1-3 en ambas poblaciones de DC, las células fueron
infectadas con NDV-B1 o NDV-NSIT durante 2, 8 y 18 horas, y los
sobrenadantes fueron analizados para la secrecidon de a-defensinas1-3.

Como se muestra en la figura 7A, hubo un comportamiento
opuesto entre las células infectadas con NDV-B1 vy las infectadas con
NDV-NS1. En un tiempo corto tras la infeccion (2h), la infeccion por NDV-
B1 indujo un incremento en los niveles de a-defensinas1-3 secretados por
las MDDC mientras que la infeccion por NDV-NS1 redujo ligeramente
estos niveles con respecto a las células no infectadas, sugiriendo que el
incremento en la secrecion de a-defensinas1-3 podria ser parte de la
respuesta antiviral que es inhibida por NS1 (fig.7A, 2h pi). Asi mismo, a las
8h tras infeccion, las diferencias desaparecieron y los niveles de a-
defensinas1-3 fueron similares en todos los tfratamientos celulares (fig7A,
8h pi). Sin embargo, en un tiempo largo tras la infecciéon (18h), los niveles
de a-defensinas1-3 detectados en los sobrenadantes de las MDDC
infectadas por NDV-B1 fueron significativamente inferiores que los de las
MDDC infectadas por NDV-NS1 y los de las células no infectadas (fig7A,
18n pi). Este descenso en a-defensinas1-3 podria ser el reflejo de la
maduracion inducida por el virus.

Ademds los resultados presentados en la figura 7B muestran que

las DC CDIlc+ circulantes directamente aisladas, infectadas por un
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corto (2h) o largo (8h) periodo de tiempo con NDV-B1 redujo
significativamente la secrecion de a-defensinas1-3 comparado con los
niveles basales secretados por células no infectadas. Este efecto
también se observo tras infeccion con NDV-NS1, sugiriendo que el
efecto puede provenir de la manipulacdn de la maquinaria de sintesis

proteica por parte del virus.
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Figura 7. Produccién de a-defensinasi-3 fras 2, 8 y 18 h de infeccién con virus NDV.
(A) MDDC fueron infectadas con virus NDV-BI o NDV-NSI durante 2, 8 y 18h y los
sobrenadantes analizados por ELISA. El mock proviene de MDDC no infectadas y
cultivadas en las mismas condiciones y tiempo. Las cajas representan 6 experimentos
independientes con distintos donantes. (B) MyDC fueron aisladas e infectadas con
NDV-B1 y NDV-NSI durante 2 y 8 h. Las cajas representan 4 experimentos con
diferentes donantes. *P<0.05 respecto a mock; ® P<0.05 respecto a NDB-V1

Asi, en las MDDC, bajas productoras de a-defensinasli-3, la

infeccion viral desencadena el aumento en la produccidn de a-
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defensinas1-3, que a su vez puede ser bloqueada por NS1, pero en las
myDC, altas productoras de a-defensinasl-3, ambos virus reducen la
liberacion de a-defensinas1-3.

2.4 El estréogeno, pero no la progesterona, reduce la secrecién de a-
defensinas1-3 en MDDC y myDC.

Estrogeno (E2) y progesterona (PG) juegan un importante papel
en la modulacidon de la respuesta inmune en la mujer, tanto a lo largo
del ciclo menstrual como durante el embarazo.

Para analizar el posible efecto de E2 y PG en la secrecidn de a-
defensinas1-3 por las DC, MDDC y myDC fueron incubadas con y sin
distintas dosis de E2 y PG (10, 1 y 0.1 ug/ml) durante 24h y luego se
determind la presencia de a-defensinas1-3 en los sobrenadantes. En la
figura 8A (panel izquierdo) se muestra una disminucion dosis
dependiente de los niveles de a-defensinas1-3 en las MDDC tratadas
con E2 con respecto a las no fratadas, de modo que cuanto mayor fue
la dosis de E2, menores fueron los niveles de a-defensinasi-3
detectados. Sin embargo, en las MDDC fratadas con PG (fig8A, panel
derecho) no se detectaron diferencias entre las distintas dosis ni con las
MDDC control.

Por ofro lado, el tratamiento de las myDC (fig8B, panel izquierdo)
durante 24h con E2 disminuyd significativamente la liberacion de a-
defensinas1-3 a los sobrenadantes del cultivo a las dosis de 10y 1 ug/ml,
mientras que la PG no tuvo un efecto claro (panel derecho en figura

8B), con gran variabilidad en los datos. Experimentos de citotoxicidad
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con Calceim AM se redlizaron para confirmar que los tratamientos
hormonales de las células no indujeron citotoxicidad (datos no
mostrados).

Para comprobar qué ocurriria con este efecto estrogénico ante
una infeccidn viral, las MDDC y myDC fueron infectadas con NDV-B1 tras
las 24h de pre-incubacidén con E2 vy los niveles de a-defensinas1-3 se
midieron en los sobrenadantes. Como se muestra en la figura 8C y 8D, la
disminucion en la secrecion de las a-defensinas1-3 mediada por el E2
ocurrié incluso cuando las MDDC (fig8C) y myDC (fig8D) fueron
infectadas con virus.

Estos resultados ponen de manifiesto una regulacién de la
secrecion de a-defensinas1-3 en MDDC y myDC por E2, pero no por PG,

que es funcional incluso ante una posterior infeccion viral.
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Figura 8. Efecto de las hormonas sobre la secrecién de a-defensinas 1-3. Secrecién
de a-defensinas 1-3 en MDDC (A) y myDC (B) tratadas con E2 y PG durante 24h a las
dosis indicadas (n=5). Secrecion de a-defensinas 1-3 tras infeccion con NDV-B1 durante
%h en MDDC (C) y myDC (D) previamente pretratadas con E2 durante 24h a las dosis
indicadas (n=3). *P<0.05 frente al mock.

2.5 El cocultivo alogénico de MDDC con células T indujo la secrecion de
a-defensinas1-3 y fue también susceptible de regulacion hormonal.

Las DC interaccionan con células T CD4 en su papel como
iniciadores de la respuesta inmune adaptativa. Para evaluar el impacto
de la interaccion entre células T y DC en la produccion de o-
defensinas1-3, las MDDC fueron cultivadas con células T CD4 naive

alogénicas purificadas, a distintos ratios (1:1, 1:3 y 1:5) durante 3 dias.
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Como se observa en la figura 9, los niveles de a-defensinasl-3
fueron aumentando progresivamente con el paso de los dias (fig. 9A),
con niveles maximos alcanzados a una rafio de 1 DC por cada 5 células
T (fig. 9B). Asi pues, este ratio fue elegido para el andlisis del efecto del
E2 y la PG en la secrecion de a-defensinas1-3 en un co-cultivo. En la
figura 9C se muestra cémo el E2, a todas las dosis, fue capaz de
disminuir los altos niveles de a-defensinas1-3 secretadas por las células
en co-cultivo, mientras que la PG sélo fue capaz de producir este efecto
significativamente en su dosis mdas alta.

Estos resultados muestran que los niveles de a-defensinasli-3 se
incrementaron de manera notable tras co-cultivo de las MDDC con
células T CD4 naive con respecto a los niveles detectados en MDDC
cultivadas solas. Ademas, el efecto inhibidor estrogénico es tan potente,
que incluso en co-cultivo, los altos niveles de a-defensinas1-3 secretados

pudieron ser disminuidos.
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3. IMPACTO DE LAS a-DEFENSINAS 1-3 SOBRE LA MADURACION Y

DIFERENCIACION DE LAS DC DERIVADAS DE MONOCITOS. EFECTOS

OPUESTOS DEPENDIENTES DE LA CONCENTRACION.

3.1 Las a-defensinas 1-3 modifican la morfologia de las DCs.

Para estudiar el posible efecto que las a-defensinas1-3 podrian
tener sobre las MDDC, monocitos (células CD14+) obtenidos por
adherencia a placa fueron cultivados en presencia de IL-4 y GM-CSF
durante 5 dias, dando como resultado su diferenciacion en DC
derivadas de monocitos (MDDC). Estas células fueron entonces lavadas
y cultivadas durante dos dias adicionales con IL-4 y GM-CSF en ausencia
o presencia de a-defensinas 1-3 en dosis crecientes desde 0.25 hasta 20
ug/ml. Ademdas, para medir el efecto que las a-defensinas 1-3 pudieran
tener sobre la maduraciéon inducida por el coctel de maduracion de
citocinas (mat-cocktail), las MDDCs también se culfivaron en paralelo
durante dos dias con las mismas dosis de a-defensinas 1-3 descritas junto
con el coctel de maduracion (IL1R+IL-6+TNF-a) al mismo tiempo.

Como se muestra en la figura 10A, las dosis mds altas de a-
defensinas 1-3 (20 ug/ml) provocaron cambios morfoldgicos claros
consistentes en una redistribucion de las MDDC, dando lugar a la
apariciéon de claros agregados celulares. Este efecto era incluso mas
evidente cuando las MDDC fueron cultivadas en presencia de las
defensinas y el coctel de maduracion simultdneamente. Esta formacion

de agregados también se observd con la dosis de 10 ug/ml, sin
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embargo, las dosis bajas (0.25, 0.5 y 1 pyg/ml) no produjeron ninguna
modificacion de la morfologia (datos no mostrados).

Estos cambios morfoldgicos provocados por las a-defensinas 1-3 se
detectaron también durante el andlisis por citometria de flujo de los
pardmetros de FSC y SSC de las DC. Como se muestra en la figura 10B,
la dosis mds alta provocd la aparicion de un mayor nUmero de células
con SSC incrementado, mientras que el FSC no se modifico.

El andlisis de anexina-V y 7AAd no mostrd una necrosis o apoptosis
incrementada en las MDDC tratadas con a-defensinas 1-3 a 20 ug/ml,
un hecho esperado dados los resultados publicados previomente en
muUltiples trabajos indicando la no citotoxicidad de las dosis

utilizadqs32.35.212,223

A Dose of a-defensins1-3

MDDCs +
40 MDDCs 40m maturation cocktail

%population with increased SSC

0
0 0.250.5 1 10 20 00.250.5 1 10 20
dose o-defensins 1-3 (pg/ml)

MDDCs + maturation

Figura 10. Morfologia de las MDDC tras incubacién con a-defensinas 1-3. (A)
Microscopia optica de MDDC incubadas con medio solo (0) o 20 ug/ml de a-
defensinas 1-3(amplificacion original 10x). Resultado representativo de 7 experimentos
distintos. (B) El grdfico representa el porcentaje de poblacién con el pardmetro SSC
incrementado con respecto a MDDC no tratadas con a-defensinas 1-3. Las barras
representan la media £+ SEM de 4 experimentos independientes.
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3.2 El inmunofenotipo de maduraciéon de las DC se vio modificado tras
incubacién con a-defensinas 1-3.

Teniendo en cuenta las modificaciones morfolégicas que las a-
defensinas 1-3 produjeron en las MDDC, a confinuacion continuamos
investigando su posible impacto sobre la expresion de moléculas de
superficie.

En MDDC inmaduras (5 dias de diferenciacion) incubadas durante
48h con a-defensinas 1-3 se observd un doble efecto sobre la expresion
de moléculas de superficie (fig. 11A, panel superior). Como era
esperable, las MDDC inmaduras expresaron altos niveles de CD86 y HLA-
DR pero muy bajos niveles de CD83. La incubacién con bajas dosis de
defensinas (0.25, 0.5 y 1 ug/ml) aumentd la expresion de CD86 y HLA-DR
respecto de las MDDC incubadas unicamente con medio de cultivo. Por
el contrario, la incubacién con las dosis mayores de a-defensinas 1-3 (10
y 20 ug/ml) dio lugar a una consistente disminucion de la expresion de
CD86 y HLA-DR con respecto a las MDDC control (fig.11B). Curiosamente
la expresion de CD83 se aumentd con todas las dosis.

Este mismo efecto dual dependiente de dosis, se observd en MDDC
incubadas al mismo tiempo con a-defensinas 1-3 y cdéctel de
maduracion (fig. 11A, panel inferior). Como ya ha sido ampliamente
descrito con anterioridad, la incubacion de las MDDC con céctel de
maduracion durante 48h produjo un aumento en la expresion de CD86,
HLA-DR y CD83 respecto de las MDDC inmaduras, caracteristicas de un

fenotipo de MDDC maduras''2, La incubacion con dosis bajas de a-
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defensinas 1-3 simultdneamente con el coéctel, produjo un pequeno
aumento en la expresion de CD86 y HLA-DR comparado con MDDC
tratadas Unicamente con el coéctel, mientras que las dosis altas
disminuyeron la expresion de CD86 y HLA-DR. El CD83 aumentd con
todas las dosis (fig.11B). Las diferencias calculadas con los datos
acumulativos de los distintfos experimentos con diferentes donantes no
alcanzaron significacion estadistica, posiblemente debido a la gran
variabilidad interindividual. Sin  embargo, aplicando el ftest de
Kolmogorov-Smirnof al andilisis simple de los histogramas, la modulacién
en la expresion de los distintos marcadores fue estadisticamente
significativa (P<0.001).

Previamente ha sido publicado que algunas de las actividades de
las defensinas pueden ser inhibidas por la presencia de alta
concentracion de suero3235, Por lo tanto, también quisimos investigar los
efectos de las a-defensinas 1-3 sobre el inmunofenotipo de las MDDC en
presencia de una concentracion de suero mayor que 1%. Las MDDC
fueron incubadas con y sin 1 o 20 pyg/ml de a-defensinas 1-3 en
presencia de un 5% de suero humano durante 48h y luego las céelulas
fueron analizadas por citometria de flujo. Como se muestra en la figura
11C, la dosis de 1 ug/ml incrementd levemente los niveles de expresion
de CD83, CD86 y HLA-DR, mientras que la dosis de 20 pyg/ml disminuyd la
expresion de CD86 y HLA-DR pero incrementd CD83. Estos resultados
fueron indistinguibles de los observados en presencia de una

concentraciéon de 1% de suero AB.
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Figura 11. Efecto de las a-defensinas 1-3
sobre las moléculas de superficie. (A) Andlisis
por citometria de flujo de marcadores de
superficie en MDDC incubadas con
(histogramas  blancos) y  sin (control,
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3.3 El patron de produccion de citocinas por las DC se ve alterado tras
tratamiento con a-defensinas 1-3.

El posible impacto de las a-defensinas 1-3 en el patron de
produccion de citocinas por las DC también fue analizado. Para estos
experimentos, las MDDC fueron generadas usando células CD14+
aisladas con bolitas magnéticas para obtener una mayor pureza vy
excluir la presencia de posibles linfocitos contaminantes. Tras su
diferenciacion, las MDDC fueron lavadas y cultivadas durante 48h
adicionales en ausencia o presencia de dosis crecientes de a-
defensinas 1-3 y, en paralelo, fueron también cultivadas con las
defensinas y el coctel de maduracion simultdneamente.

Los sobrenadantes de estos cultivos se analizados para investigar la
presencia de las citocinas proinflamatorias IL1B, TNF-a, IL-6 y IL-12p40 asi
como la citocina anti-inflamatoria IL-10.

En MDDC cultivadas Unicamente en medio de cultivo, los niveles
de TNF-a y IL1-Bp fueron indetectables o casi indetectables y la
incubacion con a-defensinas 1-3 no alterd estos niveles (fig.12, barras
blancas). En el caso de la IL-12p40, los bajos niveles observados en
ausencia de a-defensinas 1-3 fueron incrementados por la dosis de 1
hg/ml y disminuidos por las dosis mayores (10 y 20 ug/mil). Aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas, presentaron una
tendencia consistentemente repetida en los distintos experimentos.

La incubacion de las MDDC durante 48h con el coctel de

maduracion indujo la secrecidon de grandes niveles de TNF-qa, IL1-f e IL-
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12p40 comparado con las MDDC con medio Unicamente (fig.12, barras
negras). Con respecto a los efectos de las a-defensinas 1-3 en la
produccion de TNF-a, IL1-3 e IL-12p40 en células incubadas
simultdneamente con el coéctel, encontramos que altas dosis de a-
defensinas 1-3 (10 y 20 ug/ml) disminuyeron los niveles de TNF-a IL-12p40
e IL1-p (p<0.05), mientras que las bajas dosis (0.25, 0.5 y 1 yg/ml) no
afectaron o aumentaron levemente (1 ug/ml) los niveles de estas
citocinas (fig.12, barras negras). Aunque las citocinas TNF-a y IL1-p
forman parte de los componentes del coctel de maduracion, los niveles
de estas citocinas en los sobrenadantes, detectados tras 48h de cultivo,
fueron mucho mayores que los anadidos inicialmente para inducir la

maduracion de las MDDC.
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Figura 12. secrecién de citocinas tras estimulacién con a-defensinas 1-3. MDDC
(barras blancas) o MDDC estimuladas simultaneamente con cdéctel de maduracion
(barras negras) y las dosis indicadas de a-defensinas 1-3. Las barras representan la
media * SEM de 4 experimentos distintos. *P<0.05 frente al control. « P<0.001 frente a
tratamiento con 1 ug/ml.
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En cuanto a la produccion de IL-10, los bajos niveles secretados por
las MDDC cultivadas unicamente con medio de cultivo no se vieron
afectados por la presencia de a-defensinas 1-3 (fig.12, barras blancas).
La incubacién de las MDDC con el céctel de maduracion resultd en un
incremento de los niveles de IL-10. Como se muestra en la fig.12, la
incubacion con a-defensinas 1-3 a 1 yg/ml llegd incluso a incrementar
aun mads estos niveles (p<0.05), mientras que los dosis altas (10 y 20
HMg/ml) provocaron un gran descenso en los niveles de IL-10 respecto de
las células incubadas en ausencia de a-defensinas 1-3 (p<0.05) vy
respecto de la dosis de 1 ug/ml de a-defensinas 1-3 (p<0.001).

3.4 Las a-defensinas 1-3 inducen la produccion de IL-8 por DCs.

En el mismo diseno experimental descrito anteriormente, con MDDC
cultivadas con y sin coctel de maduracion y en ausencia o presencia
de a-defensinas 1-3, también se investigaron los niveles de IL-8, un

importante factor quimiotactico que atrae neutrdfilos al  foco

inflamatorio.
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Como se muestra en la figura 13A, la exposicion de las MDDC a dosis
crecientes de a-defensinas 1-3 dio lugar a un marcado incremento en la
secrecion de IL-8 con las dosis de 1, 10 y 20 yg/ml, comparado con las
células cultivadas solamente con medio (p<0.05, p<0.001 y p<0.001
respectivamente). El aumento de los niveles de IL-8 se correlaciond
positivamente con las dosis de a-defensinas 1-3 (r=0.91, p<0.05). La
exposicion de las MDDC al coéctel de maduracion en ausencia de o-
defensinas 1-3 indujo la secrecion de altos niveles de IL-8, los cuales no
fueron significativamente afectados por la presencia de a-defensinas 1-
3 (fig.13B). Cabe destacar que los niveles de IL-8 secretados por las
MDDC incubadas con 20 pyg/ml de a-defensinas 1-3 en ausencia del
coctel de maduracion, fueron de la misma magnitud que los inducidos
por el coctel (fig.13)

3.5 La capacidad aloestimuladora de las MDDCs se ve modificada tras
incubacién con a-defensinas 1-3.

Para determinar si los efectos descritos de las a-defensinas 1-3
sobre la maduraciéon de las MDDC conllevarian fambién consecuencias
funcionales, evaluamos la capacidad aloestimuladora de las MDDC tras
el tratamiento con distintas dosis de a-defensinas 1-3 en un culfivo
leucocitario mixto. En concreto probamos las dosis de 1y 20 ug/ml, ya
qgue mostraron ser las mds efectivas para modular la expresion de

moléculas de superficie y la produccidn de citocinas en las MDDC.
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Asi, al igual que en los experimentos anteriores, MDDC tratadas sin
y con a-defensinas 1-3 a las dosis de 1 y 20 yg/ml fueron puestas en
coculfivo, durante 6 dias, con células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) alogénicas depletadas de monocitos. Estas células
respondedoras fueron marcadas con CFSE y las células T aloactivadas
fueron identificadas por citometria de flujo como aquellas células
CD3+/CD4+ que mostraban una reduccion en la intensidad de la senal
de fluorescencia del CFSE (CFSEwCD3/CD4+). Los resultados se
muestran en la fig 14. El pretratamiento de las MDDC con 1 pg/ml de a-
defensinas 1-3 incrementd levemente el porcentaje de células T
CD3/CD4+ aloactivadas comparado con las MDDC no pretratadas. Por
el contrario, la preincubacion de las MDDC con 20 ug/ml de ao-
defensinas 1-3 disminuyd el porcentaje de células T aloactivadas, un
efecto negativo en concordancia con los datos obtenidos
anteriormente. Las diferencias en la capacidad aloestimuladora entre
las MDDC pretfratadas con 1 y 20 pg/ml fue estadisticamente

significativa (p<0.05).
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Figura 14. Efecto de las a-defensinas 1-3 sobre la capacidad aloestimuladora de las
MDDC. Cocultivo alogénico de MDDC y PBMC depletadas de monocitos marcados
con CFSE, en ausencia o presencia de las dosis indicadas de a-defensinas 1-3. Las
células aloactivadas se midieron como el porcentaje de células CD3/CD4 con una
reduccidén en la intensidad de la sefal de CFSE. Las células control fueron PBMC sin
monocitos marcadas con CFSE y sin estimular. (A) Histograma representativo de 3
experimentos con donantes distintos, (B) Las barras representan la media + SEM de los 3
experimentos independientes. *P<0.05

3.6 Las a-defensinas 1-3 interfieren el proceso de diferenciacion de las
MDDCs.

En vista del impacto que las a-defensinas 1-3 tuvieron sobre el
fenotipo, la produccion de citocinas y la capacidad aloestimulatoria de
las MDDC, quisimos analizar si las a-defensinas 1-3 podrian también
interferir con el proceso de diferenciacion de monocito a MDDC
inmadura. Con este propdsito, células CD14+ seleccionadas
inmunomagnéticamente fueron puestas en cultivo durante 5 dias en
presencia de IL-4 y GM-CSF en placas de 6 pocillos. Desde el dia 0 hasta
el dia 4, a-defensinas 1-3 se anadieron a cada pocillo y a dia 5 se
analizd el inmunofenotipo de las moléculas de superficie y los niveles de
citocinas en los sobrenadantes de los cultivos. Los resultados se
compararon con células cultivadas sin a-defensinas 1-3. Se probd una

dosis alta (20 ug/ml) y una dosis baja (0.5 ug/ml).

Tras 5 dias de cultivo sin defensinas, las MDDC control mostraban
el inmunofenotipo tipico de DC inmadura, es decir, CD14 negativo vy
alta expresion de CD11c, CD86 y HLA-DR. Este fenotipo permanecid
inalterado cuando las MDDC fueron cultivadas con 0.5 pug/ml de a-

defensinas 1-3 (datos no mostrados). Por el contrario, la presencia de 20
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ug/ml de a-defensinas 1-3 produjo cambios en la expresion de
moléculas de superficie. De hecho, en presencia de a-defensinas 1-3
durante 4 o 5 dias de cultivo (es decir, anadidas a dia 0 o 1 de cultivo)
una considerable proporcion de MDDC se mantenia positiva para CD14,
mientras que la presencia de a-defensinas 1-3 durante los Ultimos dos
dias de cultivo apenas modificd la expresion de CDI14 (fig 15A).
Ademds, la presencia de 20 yg/ml de a-defensinas 1-3 durante 4 o 5
dias (anadidas a dia 0 o 1 de cultivo) apenas alterd la expresion de
CD11c, mientras que su presencia durante los Ultimos 2 o 3 dias dio lugar
a la aparicion de una subpoblacion de células CD11c negativas
(fig.15A). Por Ultimo, las a-defensinas 1-3 disminuyeron la expresion de
CD86 principalmente cuando fueron anadidas durante los Ultimos 2 o 3
dias, mientras que no se enconfraron alteraciones importantes en la

expresion de HLA-DR.

Ademds del inmunofenotipo, también se analizaron los
sobrenadantes de las células tras 5 dias en cultivo para determinar
posibles modificaciones en los niveles de las citocinas pro-inflamatorias
IL-1B, TNF-a e IL-12p40, aungue no se encontrdé ninguna variacion entre
los diferentes dias, ni con 0.5 ni con 20 ug/ml de a-defensinas 1-3 (datos
no mostrados). Los niveles de IL-6 fambién se evaluaron y se observé una
tendencia no estadisticamete significativa a aumentar cuando las a-
defensinas 1-3 (20 pg/ml) se anadieron durante los dos Ultimos dias de

culfivo (fig.15B).
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La secrecion de IL-8 sin embargo, se vio claramente modificada
por las a-defensinas (fig. 15C). La presencia de 20 ug/ml de a-defensinas
1-3 en el medio indujo un aumento de IL-8 dependiente del tiempo.
Cuando esta dosis de a-defensinas 1-3 fue anadida al medio desde el
dia 0 (5 dias presente en el cultivo), se produjo un incremente de 10
veces en los niveles de IL-8 detectados, con respecto a los niveles
detectados en los sobrenadantes de las MDDC control (p<0.05). Estos
niveles disminuyeron cuando las defensinas se fueron anadiendo en los
dias siguientes, pero aun asi los niveles de IL-8 se mantuvieron
significativamente aumentados en comparacion con las MDDC confrol.
Este aumento de IL-8 fue asi mismo dependiente de dosis, ya que la
adicién de 0.5 yg/ml no tuvo ningun efecto y la diferencia en la
produccion de IL-8 entre las células estimuladas con 20 yg/ml y 0.5
ug/ml de a-defensinas 1-3 fue estadisticamente significativa (p<0.005)

(fig.15C).

Los niveles de IL-10 y de la forma activa de TGF-p1 fueron
indetectables en los sobrenadantes de los cultivos de las MDDC
generadas en presencia o ausencia de a-defensinas 1-3. Por lo tanto, los
cambios detectados en el inmunofenotipo de las MDDC generadas en
presencia de a-defensinas 1-3 (fig.15A) no pueden atribuirse a estas

citocinas reguladoras.

Ademds, también se detectaron cambios morfoldgicos en las

MDDC generadas en presencia de a-defensinas 1-3. El andlisis por
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citometria de flujo de los pardmetros FSC y SSC mostré un numero
incrementado de células que poseian un SSC aumentado cuando éstas
habian sido cultivadas en presencia de a-defensinas 1-3 (20 upg/ml)
durante los Ultimos 1 a 4 dias (fig.15D). Sin embargo, cuando las a-
defensinas 1-3 estuvieron presentes durante los 5 dias de cultivo este
pardmetro no se vio modificado. Por otro lado, no se encontrd ninguna
modificacion del FSC entre los distintos dias o distintas dosis. Como
control de la viabilidad celular, el andlisis de anexina-V no mostro
ninguna diferencia enfre las células cultivadas en presencia o ausencia

de a-defensinas 1-3 (20 ug/ml) durante 5 dias (fig.15E).

Figura 15. Efecto de las a-defensinas 1-3 sobre la diferenciacién de las MDDC. (A)
Marcadores de superficie. Histogramas grises y nimeros en negrita representan el
control negativo. Los histogramas blancos representan las células tratadas con a-
defensinas 1-3 durante los dias indicados. Los nimeros indican la geo mean para CD86
y HLA-DR y porcentaje de células positivas para CDI14 y CDI1lc. (B) Niveles de IL-6
detectados en los sobrenadantes. (C) Niveles de IL-8 detectados tras estimulacién con
20 ug/ml (negro) o 0.5 ug/ml (blanco). *P<0.05 frente a confrol negativo. *P<0.05 frente
a 5 dias de estimulacidn. **P<0.01 dosis de 20 frente a 0.5 ug/mi. Las barras representan
la media = SEM. (D) Alteraciones en el SSC. (E) Mortalidad celular tras estimulacion
cultivo con a-defensinas 1-3 durante 5 dias o ninguno.
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4. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE a-DEFENSINAS 1-3 POR LAS MDDC DE

PACIENTES INFECTADOS POR EL VIH Y SU INFLUENCIA SOBRE LA

EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD.

4.1 Determinacion de los niveles fisiologicos de a-defensinas 1-3
producidos por las MDDC de individuos sanos no infectados por el VIH.

En primer lugar se analizaron los niveles de a-defensinas 1-3
secretados por las DC derivadas de monocitos, a partir de sangre
periférica de 15 individuos voluntarios sanos, no infectados por VIH. De
los 15 individuos, 8 eran hombres y 7 mujeres, con una media de edad
de 30.13+9.17.

Para la obtencion de las MDDC inmaduras, las células adherentes
(CD14+) fueron cultivadas durante 5 dias en presencia de IL-4 y GM-CSF.
Para la obtencion de MDDC maduras, tras estos 5 dias de cultivo se
anadio un coctel de maduracion compuesto de IL1B, TNF-a e IL-6. Tras 5
y 7 dias de cultivo para las MDDC inmaduras y maduras
respectivamente, se recogieron los sobrenadantes para andlisis por
ELISA de las a-defensinas 1-3 secretadas, y las células, para el andlisis del
fenotipo de las DC y para andlisis de la expresion relativa de mRNA de
a-defensinas 1-3 por RT-PCR a tiempo real.

Los resultados del andlisis de los sobrenadantes se muestran en la
figura 16B (cajas blancas). Los niveles de a-defensinas 1-3 detectados

en los sobrenadantes de las MDDC inmaduras tenian una mediana de
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248.2 pg/ml, con una variabilidad interindividual que comprendia un
rango desde 52.93 a 1019.2 pg/ml. La mediana de los niveles
alcanzados en MDDC maduras fue de 187.7 pg/ml, con un rango
interindividual desde 0 a 686.3 pg/ml. La diferencia entre los valores
encontrados en los sobrenadantes de MDDC inmaduras y maduras fue
estadisticamente significativa (p<0.04).

El andlisis del mRNA por RT-PCR confirmd los datos obtenidos en
sobrenadantes, con una mayor expresion en MDDC inmaduras que
maduras (p<0.02), siendo en la mayoria de los casos el indetectable en

MDDC maduras (fig.16A, barras blancas).
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Figura 16. Produccién de a-defensinas 1-3 por MDDC inmaduras y maduras. (A)
Expresion relativa de mRNA por RT-PCR a tiempo real en individuos sanos (n=15; barras
blancas) y VIH-positivos (n=39; barras grises). Las barras representan la media + SEM. (B)
Niveles de a-defensinas 1-3 detectados en los sobrenadantes de los cultivos de
individuos sanos (n=15; cajas blancas) y VIH-positivos (n=39 cajas grises). Las cajas
representan los rangos intercuartilicos, las lineas horizontales dentro de las cajas indican
la media y los extremos indican los valores maximo y minimo.
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4.2- Determinacion de los niveles de a-defensinas 1-3 producidos por las
MDDC de individuos infectados por el VIH.

Para el andlisis de la produccion de a-defensinas1-3 en pacientes, se
reclutaron 39 individuos infectados por VIH-1 (VIH), 32 hombres y 7
mujeres, con una media de edad de 39.53+£10.27, cuyas caracteristicas
inmunoldgicas y viroldgicas se muestran en la tabla 4.

Characteristic ELITE (n=4) VC (n=15) VNC (n=11) HAART (n=9)

Sex

(male/female) 3/1 ?2/6 11/0 9/0

CDA4T cell

counts 803 £ 275.6 741 £114 595+ 170 780 + 225
(cell/micr)

HIV load (log

. 1.69£0 3.11£0.41 4.23£0.36 241 £1.11
copies/ml)

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes del estudio.

A partir de la sangre periférica de estos individuos se obtuvieron
las MDDC inmaduras y maduras, de Ia misma manera y con el mismo
protocolo exacto que el empleado en los controles sanos no infectados
por VIH.

Como se muestra en la figura 16A (cajas grises), los niveles de o-
defensinas 1-3 defectados en los sobrenadantes de las MDDC
inmaduras tenian una mediana de 650 pg/ml, con una variabilidad
interindividual que comprendia un rango desde 50 a 14977 pg/ml. La
mediana de los niveles alcanzados en MDDC maduras fue de 270
pg/ml, con un rango interindividual desde 0 a 9971. La diferencia entre

los niveles de a-defensinas 1-3 enconfrados en los sobrenadantes de
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MDDC inmaduras y maduras fue estadisticamente significativa
(0<0.005).

El andlisis del mRNA por RT-PCR mostré una mayor expresion en
MDDC inmaduras que en maduras (p<0.0001), en las que, en la mayoria
de los casos, los niveles fueron indetectables, al igual que ocurria en los
controles sanos.

4.3 Comparacion entre los niveles de a-defensinas 1-3 producidas por
individuos no infectados e individuos infectados por VIH.

En la figura 16A y 16B se muestra la comparacion en la
produccion de a-defensinas1-3 entre DC inmaduras y maduras, de
individuos control no infectados por VIH (cajas blancas) e individuos
infectados por VIH (cajas grises).

El andlisis estadistico de los niveles de a-defensinas 1-3 detectados
en los sobrenadantes y la expresion de RNA de ambos grupos, mostrd
una diferencia estadisticamente significativa, tanto entre los niveles de
a-defensinas 1-3 producidas por MDDC inmaduras (p<0.0001), como
entre los niveles producidos por MDDC maduras (p<0.0008).

Hay que destacar que la supervivencia de las MDDC fue similar en
ambos grupos.

4.4 Comparacion entre los niveles de a-defensinas 1-3 producidas por
DC de individuos infectados por VIH.

Una vez observado que los niveles de a-defensinas 1-3 producidas

por las DC de individuos infectados por VIH eran mucho mds elevados

que los producidos por individuos no infectados, quisimos comprobar si
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existian también diferencias dentro de los distintos tipos de pacientes VIH
positivos. Para estos y los posteriores andlisis de correlacion sélo se
tuvieron en cuenta las a-defensinas 1-3 producidas por MDDC
inmaduras, dados los resultados de mRNA de las MDDC maduras.

Para el estudio se utilizaron cuatro grupos de pacientes, como se
describid detalladamente en material y métodos, aquellos que son
capaces de controlar espontdneamente el VIH, controladores de élite y
confroladores, y aquéllos que no son capaces de confrolar al virus, no
controladores de la viremia y pacientes con fratamiento antirretroviral.

La comparacion entre los distintos grupos mostrd niveles mayores
de a-defensinas 1-3 en aquellos pacientes que controlan
espontdneamente la infeccidon que en aquellos que no la controlan (no
controladores y pacientes con tratamiento) (fig. 17 A). Asi mismo, dentro
del grupo de controladores, las MDDC de los contfroladores de élite
fueron las que produjeron mayores niveles de a-defensinas 1-3, mientras
que los pacientes con tratamiento antirretroviral mostraron los niveles
mdas bajos de produccidon dentro de los distintos grupos de individuos
infectados por VIH. Cabe destacar que los niveles de a-defensinas 1-3
detectados en cualquiera de los grupos de individuos infectados por
VIH fueron mayores que los encontrados en individuos control no

infectados por VIH (fig.17By 17C).
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Figura 17. Produccién de a-defensinas 1-3 en imMDDC de individuos infectados por
VIH. (A) Comparacion entre las a-defensinas 1-3 secretadas por imMDDC de
controladores (elite y controladores de la viremia; n=19) y no controladores (pacientes
con alta viremia y con HAART; n=20). (B) Expresion relativa de mRNA de a-defensinas 1-
3 en no infectados (NI; n=15), controladores de élite (elite; n=4), controladores de la
viremia (VC; n=15), no controladores de la viremia (VNC; n=11) y pacientes en
fratamiento (HAART; n=9). Las barras representan la media = SEM. (C) Los puntos
indican cada paciente de los grupos descritos. Las lineas representan la media = SEM.

Estos datos en conjunto indican una produccion de a-defensinas
1-3 incrementada en MDDC de individuos infectados por VIH. Este
aumento persiste incluso en presencia de bajos niveles de viremia y se
mantiene algo elevada a pesar del control farmacoldgico de la carga
viral.

4.5 Los niveles de a-defensinas 1-3 producidas por las MDDC inmaduras
se correlacionan con los niveles de células T CD4+.

A raiz de los resultados obtenidos en individuos infectados por VIH,
quisimos analizar una posible correlacion con dos pardmetros
marcadores de la progresion de la enfermedad: niveles de células T
CD4 y carga viral plasmdtica (PVL, plasmatic viral load). Para estas

comparaciones se fuvieron en cuenta los niveles de células T CD4 y PVL
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qgue cada paciente tenia en el momento de realizarse la extraccion
sanguinea para obtener las DC.

Los niveles de a-defensinas 1-3 secretados por las DC inmaduras
de la cohorte completa de pacientes infectados por VIH no se
correlacionaron con los niveles de células T CD4+ que cada individuo
tenia en ese momento (fig.18 A). Sin embargo, si que existia correlacion
cuando los individuos con tratamiento antirretroviral fueron eliminados
del andlisis (fig. 18B; r de Spearman=0.47; p<0.009). La cohorte fue
entonces dividida entre confroladores y no controladores, vy esta
correlacion sélo se mantuvo y mejord en el grupo de los controladores
(fig.18C; r de Spearman=0.59; p<0.009), pero no se encontrd en
individuos no controladores (fig.18D). Este dato apoyaria fuertemente la
hipotesis de un mejor estado inmunolégico ante mayores niveles de

defensinas producidas por las DC.
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Sin embargo, no se encontrdé ninguna correlacién con la carga
viral plasmdtica, ni en el grupo completo (fig.19 A), ni en individuos sin
tratamiento (fig.19B), ni en individuos confroladores (fig.19C) ni en no

controladores (fig.19D).
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4.6 Andlisis de los niveles plasmaticos de a-defensinas 1-3 en los
individuos infectados por VIH.

Ya gue no pudimos encontrar una correlacion entre los niveles de
a-defensinas 1-3 secretadas por las DC y las PVL, analizamos entonces
los niveles plasmdticos de a-defensinas 1-3 para ver si existian
diferencias, ya que estos provienen de los neutrdfilos
fundamentalmente¢’, no de las DC. Los plasmas de 35 individuos
infectados por VIH fueron analizados, realizindose dos mediciones
separadas en el tiempo en cada individuo, en distintos momentos de la

enfermedad.
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Los niveles detectados estuvieron ligeramente elevados con
respecto a los niveles normales descritos con anterioridad!s?, hecho
comparable a lo observado con las MDDC de individuos infectados por
VIH, que producian mayores niveles de a-defensinas 1-3. Los niveles
detectados en hombres (n=21) y mujeres (n=19) no mostraron

diferencias significativas.
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Figura 20. Andilisis de los niveles plasmdticos de a-defensinas 1-3. (A) Niveles
plasmdticos de a-defensinas 1-3 en dos determinaciones diferentes a lo largo del
fiempo en pacientes que mantuvieron el confrol de la viremia (VC-VC; cajas blancas;
n=13), pacientes controladores en la primera determinacién pero virémicos en la
segunda (VC-VNC; cajas grises punteadas; n=5), pacientes confroladores en la
primera determinacion pero con HAART en la segunda (VC-HAART; cajas grises; n=8) y
pacientes que recibian HAART en ambas determinaciones (ART-ART; cajas grises
ralladas; n=9). Las cajas representan los rangos intercuartilicos, la linea horizontal en el
interior la media y los extremos los valores mdaximo y minimo. Se aplicé el test de Mann-
Whitney a cada pareja y las diferencias fueron no significativas (NS). (B) Niveles
plasmdticos de a-defensinas 1-3 detectados en los distintos grupos de pacientes VIH.
Los puntos indican cada paciente y las lineas la media = SEM. (C) No se encontrd
correlacién con los niveles de células T CD4 ni con la carga viral plasmdtica (D).
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La figura 20 muestra los resultados obtenidos. En la figura 20A se
muestras las dos determinaciones que se redlizaron en cada grupo de
pacientes: aquellos que controlaban la infeccion en ambas
determinaciones (cajas blancas), aquellos que eran controladores en la
primera determinacion, pero tenian alta viremia en la segunda (cajas
grises punteadas), los que controlaban en la primera pero tenian HAART
en la segunda (cajas grises) y finalmente los que tenian fratamiento en
ambas determinaciones (cajas grises ralladas). No se encontraron
diferencias en los niveles de a-defensinas 1-3 entre las dos
determinaciones en ninguno de los grupos (fig.20 A). Igualmente, no se
encontraron diferencias entre los distintos tipos de pacientes (fig.20 B),
aunqgue los individuos con alta viremia mostraron una mayor variabilidad
interindividual. Es importante destacar que el perfil encontrado en los
niveles plasmdticos de a-defensinas 1-3 (fig.20B) es completamente
diferente al encontrado en los niveles secretados por DC (fig.17C). Asi
mismo, no se encontrd ninguna correlaciéon ni con los niveles de células T
CD4+ ni con la carga viral plasmdatica (fig.20 D y E).

Por tanto, las diferencias de produccion de a-defensinas 1-3
encontradas en DC son independientes de los niveles plasmdticos de a-
defensinas 1-3.

4.7 Niveles mayores de produccion de a-defensinas1-3 por las DC se
asociaron a un menor riesgo de progresion de la infeccién por VIH.

Para analizar si las a-defensinas 1-3 secretados por las DC de

pacientes infectados por VIH podrian estar asociados a la progresion de
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la enfermedad, la cohorte de individuos infectados fue dividida en dos
grupos, segun si los niveles de defensinas secretados por las DC se
enconfraban por encima o por debajo de la mediana de produccion
del grupo completo (650 pg/ml). Se eligid el valor de la mediana, en
lugar de la media, por ser el primero menos influenciable por los valores
extremos. Como indicadores de la progresion de la enfermedad se
consideraron el descenso de células T CD4, el aumento de la PVL y la
necesidad de iniciar fratamiento antirrefroviral. Para todos estos andilisis
se eliminaron del estudio aquellos pacientes que estaban recibiendo
tratamiento antirretroviral en el momento de la extraccion para obtener
DC.

El andlisis de un descenso en los niveles de células T CD4 a lo largo
del fiempo de seguimiento, mostrd que solo en el 20% de individuos con
niveles de a-defensinas 1-3 superiores a la mediana bajé en algin
momento por debajo de 450 cel/mm3 (fig.21A, linea continua negra)
mientras que el evento ocurrié en el 100% de los individuos con niveles
inferiores a la mediana (fig.21A, linea disconfinua gris). La diferencia
enfre ambas curvas no fue estadisticamente significativa, pero estuvo
muy cerca de la significaciéon (p<0.07). Se consideré entonces una
caida mads importante, el descenso de los CD4 por debajo de 350
cel/mms3, un punto importante para considerar el inicio de
tratfamiento’®®  (fig.21 B). En este caso, el evento ocurrid
aproximadamente en el 50% de individuos con menores niveles de a-

defensinas 1-3 pero no ocurrid en ninguno de los individuos con niveles
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de a-defensinas 1-3 superiores a la mediana. La diferencia entre ambas

curvas fue significativa (p<0.03) con un hazard ratfio (HR) de 8.9 (1.2-65).
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Figura 21. Los niveles de a-defensinas 1-3 secretados por inMDDC se asociaron con
indicadores de progresion de la enfermedad. Los pacientes sin tratamiento en
momento de la extraccidn sanguinea para obtener las MDDC fueron divididos en dos
grupos, segun que los niveles de a-defensinas 1-3 secretados por las imMDDC
estuvieran sobre la mediana (cuadrados negros, n=18) o bajo la mediana (circulos
grises, n=12) del grupo completo de pacientes. (A) Porcentaje de pacientes con un
descenso en el nUmero de células T CD4 por debajo de 450 cel/mm3 o (B) por debajo
de 350 cel/mm3 durante el tiempo de seguimiento (meses). (C) Porcentaje de
pacientes con un incremento en la carga viral plasmdtica de medio logaritmo y (D)
porcentaje de pacientes que tuvieron que empezar tratamiento durante el
seguimiento. Los valores de Py el Hazard Ratio con su intervalo de confianza estdn
representados en la figura. Para determinar diferencias significativas entre las curvas se
aplicé el test de Log-Rank.

El aumento de medio logaritmo en la PVL ocurrié en el 100 y 65%
de los individuos con niveles de a-defensinas 1-3 inferiores y superiores a
la mediana, respectivamente (fig. 21 C; p<0.04; HR=2.67 (1.05-6.74)).

Finalmente, se estudiaron aquellos individuos que no tenian

tratamiento en el momento de la extraccidén, pero tuvieron que iniciar
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tratamiento antirretroviral posteriormente. Asi, ninguno de los pacientes
con niveles de a-defensinas 1-3 por encima de la mediana tuvo que
iniciar tratamiento, mientras que un 31% de pacientes con niveles

menores si tuvieron que iniciarlo (p=0.05; HR=10 (1.02-98.2)).
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V. DISCUSION.

1- LAS CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS HUMANAS

PRODUCEN Y SECRETAN a-DEFENSINAS-1-3.

El primer paso en nuestro estudio fue comprobar si las DC eran
capaces de producir a-defensinas1-3, dado que no habia sido descrito
con anterioridad. Para nuestros estudios utilizamos DC derivadas de
monocitos, un modelo valido y ampliamente utilizado para el estudio in
vitro de las DC mieloides!74. Considerando que ya habia sido reportado
que los monocitos son capaces de producir a-defensinas1-3127, era
plausible pensar que las DC tfambién producirian estos péptidos. Asi,
mediante RT-PCR a tiempo real, ELISA, y andlisis de proteinas
intfracelulares por citometria y microscopia confocal pudimos demostrar
por primera vez que las DC derivadas de monocitos inmaduras
producen y secretan a-defensinas1-3177. Es importante resaltar que los
niveles detectados en MDDC inmaduras fueron mayores que los
detectados en monocitos del mismo donante, usados como confrol.

Un hallazgo interesante consistia en el descenso de la produccion
de a-defensinas1-3 tras la maduracion de las MDDC. Los niveles de
MRNA fueron indetectables o casi indetectables en DC maduras y se
hallaron menores niveles de a-defensinas1-3 en los sobrenadantes e

infracelularmente. El descenso detectado en los niveles de ao-
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defensinas1-3 en los sobrenadantes es probablemente el resultado de la
ausencia de sintesis de a-defensinas1-3, aunque cabe la posibilidad de
que pudiera reflejar cierto grado de consumo por parte de la MDDC
durante su proceso de maduracion.

Otro hecho destacable, fue la variabiidad interindividual
detectada en la canfidad de a-defensinasl-3 producidas por las
imMDDC, consistente con un frabajo anterior donde se reportaba la
expresion diferencial de mRNA en PBMC dependiendo de las
variaciones en el nUmero de copias de los genes de a-defensinas DEFAT
y DEFA35¢,

De especial importancia fisiopatoldgica podria ser el hallazgo del
aumento de la produccién de a-defensinas1-3 por la IL-13 en MDDC. Se
han descrito dos rangos de dosis distintos para las diferentes actividades
de las a-defensinas1-3: micromolar para la actividad microbicida y
nanomolar para la quimiotdctica?23, De este modo, la up-regulacion de
la produccién y secrecidon de a-defensinas1-3 en MDDC inmaduras
mediada por la IL-1p podria ser fisioldgicamente relevante en un
microambiente proinflamatorio. De modo similar, una produccion
incrementada por IL-1p también se ha encontrado para las B-defensinas
en PBMC vy epitelio respiratorio¢.200,

Al igual que el coctel de maduraciéon de citocinas, el LPS y el IFN-
a, pese a actuar a través de vias de senalizacion diferentes, produjeron
los mismos efectos inhibidores sobre la produccion de defensinas. Por

tanto, hipotetizamos que otros sistemas que promuevan la maduracion
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completa de las DC dardn como resultado una disminucion en la
produccion de a-defensinasl-3. A este respecto, los experimentos
realizados con el virus NDV-B1 (que produce una fuerte respuesta de IFN
de tipo | y la maduraciéon de las DC tras su infeccion'2s) y el virus NDV-
NS1 (que posee la proteina NS1 del virus influenza, capaz de inhibir la
respuesta de IFN, y que no produciria la maduracion de las DC¥)
vendrian a confirmar esta hipotesis.

Las DC inmaduras y maduras estan programadas de forma
diferente’4. Las DC inmaduras estdn especializadas en capturar
antigenos y procesarlos, y por tanto seria 1dgico que posean moléculas
innatas capaces de protegerlas de posibles infecciones. Por ofro lado,
las DC maduras estdn determinadas para presentar antigenos a las
células T y han perdido la capacidad de capturar antigenos y
procesarlos. Asi, es concebible, que la completa maduracion de las DC
conlleve también cambios en la produccidon de defensinas.

Se piensa que las DC son una de las primeras células diana para
la infeccidon por HIV en las superficies mucosas??!, y que el VIH
aprovecha su papel de presentadoras de antigeno a las células T CD4+
para mediar la expansidon del VIH a las células T. La produccién de a-
defensinas1-3 por las DC inmaduras, contribuiria al reclutamiento de
monocitos, células T naive y ofras DC inmaduras a los microambientes
proinflamatorios en los lugares de infeccidon mucosos. Ademads, el efecto
anfimicrobiano de las a-defensinas1-3 favoreceria un procesamiento

eficiente de patdgenos inactivados sin que las DC se infecten. La
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variabilidad en la produccidn de a-defensinas1-3 por las imMDDC
podria ser otro determinante del hospedador de la diferente
susceptibilidad interindividual a las infecciones, un tema de particular
interés en el campo de la infeccidn por VIH.

Por otro lado, es posible que las defensinas secretadas pudieran
inactivarlas particulas virales unidas a la membrana de la DC y evitar asi
gue durante la presentacion antigénica el virus pudiera ser tfransmitido a

la célula T CD4.

2- LA INFECCION VIRAL MODULA LA SECRECION DE a-DEFENSINAS 1-3 EN

LAS CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE MONOCITOS Y EN LAS CELULAS

DENDRITICAS MIELOIDES CD1c+ CIRCULANTES. IMPORTANCIA DEL EFECTO

ESTROGENICO.

En vista de los resultados obtenidos con las DC derivadas de
monocitos, un paso necesario en nuestro estudio fue comprobar si las
DC mieloides circulantes directamente aisladas de sangre (myDC)
también secretaban a-defensinas1-3, lo que mostraria asi una mayor
relevancia fisiolodgica.

Hasta el momento, la produccion de a-defensinas1-3 no habia
sido estudiada en myDC y por tanto nosotros mostramos por primera vez
que las myDC secretan a-defensinas1-3. Ademds, la comparacion entre
myDC y MDDC del mismo donante, algo que muy pocos estudios han

abordado, mostré una produccion mucho mayor en myDC.
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Numerosos trabajos describen el amplio espectro antiviral de las o-
defensinas1-319?, Se ha descrito que son capaces de inactivar al virus
herpes simplex, citomegalovirus, influenza A y VIH entre otros33.35114,127,183,
Estos estudios, sin embargo, se basan en la adicion de a-defensinas1-3
sintéticas al virus o a los cultivos celulares para probar su capacidad de
neutralizacién. En nuestro estudio llevamos a cabo una aproximacion
diferente, intentando estudiar cudl seria la respuesta natural de las DC
frente a una infeccidon virica. Para ello utilizamos un modelo infectivo
bien establecido para el estudio de la respuesta innata antiviral
(respuesta de IFN tipo 1) en DC. El virus NDVB1 induce una fuerte
respuesta antiviral en DC con produccién de IFN tipo ¥ y la progresiva
maduracion de la DC. Por el contrario, el virus NDV-NS1 lleva la proteina
NS1 del virus influenza, que inhibe la respuesta antiviral, impidiendo la
produccion de IFN tipo |, la liberacidon de citocinas e inhibiendo la
maduracion celular'2s, De este modo, mostramos una relacion entre Ia
respuesta antiviral y la secrecion de a-defensinas1-3 en DC. La infeccion
viral provocd una liberacion inmediata de a-defensinas1-3 en MDDC
tras la infeccion con NDVBI1. Es muy probable que este incremento se
deba a la activacidon de mecanismos de respuesta antiviral, ya que no
se observa cuando las células son infectadas por el virus con la proteina
NS1. Esta observacion sugiere que el aumento en la producciéon de a-
defensinas1-3 es parte de la respuesta inflamatoria anfiviral.

Sin embargo, este incremento de a-defensinasl-3 no se observd en

myDC a las dos horas tras la infecciéon. Quizd debido a que los niveles
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basales de a-defensinas1-3 en estas células fueron considerablemente
mayores que los observados en MDDC y muestra diferencias en la
accion del virus sobre estas células. También podria ser el reflejo de un
distinto grado de maduracion/diferenciacion entre ambos tipos
célulares.

Teniendo en cuenta la localizacion anatémica fundamental de
nuestras células de estudio, es decir, las mucosas, donde las DC
patrullan y ejercen su labor de vigilancia y captfura de antigenos para
ser luego presentados a las células T84, y el papel fundamental que se
atribuye a las a-defensinas1-3 como efectores innatos en las mucosas,
no podiamos olvidar el andlisis de la influencia de las hormonas sexuales
femeninas, especialmente la influencia estrogénica, tan importante
durante el ciclo menstrual y el embarazo.

Con anterioridad han sido descritas interacciones entre el sistema
endocrino y el sistema inmune4220, Los niveles de hormonas sexuales
esteroideas fluctUan a lo largo del ciclo menstrual y se incrementan
considerablemente a lo largo de los tres frimestres del embarazo,
alcanzando sus valores mdaximos en los Ultimos fres meses. De igual
modo, se han descrito variaciones en los niveles de defensinas
detectados a lo largo del tfracto urogenital41.20.105107 | as a-defensinas1-3
han sido enconfradas en amnion, corion y placenta y en liquidos
amnidticos de embarazos de mds de 37 semanas. Ademds, se
describieron que las concentraciones de a-defensinas y p-defensinas en

lavados cervicovaginales de mujeres sanas no embarazadas podian
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variar en hasta 50 veces. Por ofro lado, se mostrard que la
concenfracion de a-defensinas1-3 aumentaba significantemente
durante el parto cuando los niveles de estrogeno caen bruscamente!3s,

Se ha sugerido por tanto, que existiria una regulacion hormonal de
los niveles de defensinas. De hecho, hay algunos articulos en los que se
describe el efecto del E2 y PG sobre la produccidon y secrecion de
defensinas humanas por las células epiteliales4!-184, Sin embargo, hasta el
momento, el efecto de estas hormonas sobre la secrecion de o-
defensinas1-3 en DC no habia sido descrito. Nosotros demostramos
como el E2, pero no la PG, reduce significativamente los niveles de a-
defensinas1-3 en ambas poblaciones de DC de manera dosis
dependiente, de modo que la mayor inhibicidn se observa con la dosis
mas alta. Ademdads, segun nuestros resultados parece que las myDC
serian mds susceptibles a esta inhibicion por estrégeno. Estos resultados
estarian por tanto a favor de una regulacion hormonal de las a-
defensinas1-3 y de acuerdo con las observaciones anteriores sobre |a
reduccion de a-defensinas1-3 antfe niveles elevados de E2. El estréogeno
tiene sus picos mdaximos durante la ovulacion y el embarazo. En estas
dos situaciones, la regulaciéon de la inmunidad innata es particularmente
importante4!.107 para permitir la entrada de los espermatozoides y la
supervivencia del feto, inmunoldgicamente distintos. Lo contrario
ocurriria durante la menstruacion, cuando los niveles de E2 caen
bruscamente, un aumento en los niveles de a-defensinas1-3 conftribuiria

a proteger el tracto urogenital de las infecciones.
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Segun nuestros resultados, el pretratamiento estrogénico de las
DC fue capaz de inhibir la respuesta de a-defensinas1-3 frente a una
posterior infeccion. Existen numerosos trabajos sobre la susceptibilidad
incrementada a infecciones durante el embarazo, incluyendo el VIH,
sugiriendo un importante papel de las hormonas sexuales en este
proceso4280219  Quizd, esta inhibicion de la produccion de a-
defensinas1-3 podria contribuir a esta incrementada susceptibilidad a
ciertas infecciones durante el embarazo.

Por Ultimo, el cultivo mixto entre las MDDC y células T CD4 naive
alogénicas produjo un gran incremento de los niveles de a-defensinasl-
3 y el E2 fue capaz de inhibir esta secrecion. Por tanto, el efecto
inhibidor del estrogeno sobre la secrecidon de a-defensinasl-3 en
cocultivo, apuntaria hacia la capacidad el E2 de inhibir la respuesta
inmune innata. Las a-defensinas1-3, ademds de su papel directo en la
inmunidad innata, son capaces de atraer ofras células a los focos
inflamatorios y de inducir la secrecion de citocinas y es posible que el E2

pudiera alterar también el papel quimiotdctico de estos péptidos.

En conclusién, demostramos que las myDC producen o-
defensinas1-3 en mayor canfidad que las MDDC, lo que da un mayor
peso fisiopatoldégico a nuestros hallazgos. Demostramos que el E2, pero
no la PG, disminuye significativamente los niveles de a-defensinas1-3 en
ambas poblaciones de DC, tanto en situacion basal como fras una

infeccion o en cocultivo. Esta inhibicidon estrogénica de las a-
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defensinas1-3 podria tener una gran importancia para explicar la mayor

susceptibilidad a infecciones virales, como el VIH, durante el embarazo.

3. IMPACTO DE LAS a-DEFENSINAS 1-3 SOBRE LA MADURACION Y

DIFERENCIACION DE LAS DC DERIVADAS DE MONOCITOS. EFECTOS

OPUESTOS DEPENDIENTES DE LA CONCENTRACION.

Otfra aportacion novedosa de nuestro frabajo consiste en la
demostracion de que las a-defensinas1-3 son capaces de modular la
maduracion y diferenciacion de las MDDC humanas normales ex vivo!7s,
Este efecto inmunomodulador sobre la maduracion se reflejé en
términos de morfologia, cambios inmunofenotipicos, produccion de
citocinas y capacidad aloestimuladora. Asi mismo, este efecto mostrd
un comportamiento bifdsico, dependiente de la dosis. A nuestro
entender, ningun otro estudio ha abordado estas actividades de las a-
defensinas1-3 sobre las DC humanas.

Las DC son células clave en la iniciacion y regulacion de la
respuesta inmune, jugando un papel cenfral en la unidn entre
inmunidad innata y adaptatival4205, Asi, el reclutamiento de DC vy la
maduracion de estas células a los sitios de infeccion son eventos criticos
para el desarrollo de una respuesta inmune adaptativals? 140157,
Probablemente las DC interaccionan con las a-defensinas1-3 in vivo en
los sitios de infeccion pero sus efectos sobre la maduracion vy

diferenciacién de las DC continUa siendo ampliamente desconocida.
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En el presente estudio analizamos estos efectos utilizando MDDC
cultivadas en medio suplementado con dos concentraciones diferentes
de suero AB humano (1 y 5%) para reproducir tanto los espacios
fisioldgicos libres de suero o con bajas concentfraciones, como las
mucosas, como las condiciones fisioldgicas con alta concentracion de
suero, respectivamente. Aungue ha sido descrito que las proteinas del
suero interfieren algunas actividades de las defensinas3s, nosotros no
encontramos diferencias entre ambas concentraciones, lo que sugiere
gue los efectos observados sobre el fenotipo de las DC se mantendrian
en presencia de suero y son probablemente consecuencia de la
entrada de las a-defensinas1-3 en las células. Ademds, nuestro sistema
de cultivo GMP evita la presencia de sustancias contfaminantes, como
el LPS.

Como ya se ha mencionado anteriormente, se han descrito dos
rangos diferentes de concentracion para las distintas actividades de las
a-defensinas1-3  descritas  hasta el momento, Ila actividad
antfimicrobiana a un rango micromolar y la quimiotdctica a rango
nanomolar209.223.224 - Por tanto, la dosis de defensinas presente en el
medio de cultivo deberia ser un factor importante a tener en cuenta
para determinar la actividad de las defensinas. Asi, nosotros analizamos
los efectos de un amplio rango de dosis de a-defensinas1-3 en ausencia
o presencia de mat-cocktail, que simula un ambiente proinflamatorio,
para comprobar respectivamente su posible efecto sobre la

maduracion-activacion de las MDDC vy su posible efecto para modular
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el efecto madurativo del céctel de citocinas. Las concentraciones de a-
defensinas1-3 utilizadas se eligieron segun lo descrito en articulos previos
sobre activacion de monocitos o actividad antimicrobianas33.35127.223, sin
llegar a ser citotoxicas. En nuestros resultados, claramente enconframos
un efecto dual opuesto dependiendo de la concentracion utilizada. De
este modo, bajas concentraciones (7.3x108 a 2.9x107 M) de o-
defensinas1-3 indujeron la maduracion de las MDDC. Previamente,
Biragyn et al ya habian descrito?! la induccidon de maduracion
fenotipica y funcional en DC de ratén con la B-Defensin-2 murina. Asi
mismo también fue previamente descrita la up-regulacion de moléculas
coestimuladoras y activaciéon de células presentadoras de antigeno por
B-defensinas humanas2!.65,

Por el contrario, encontramos el efecto opuesto con altas
concentraciones de a-defensinas1-3 (2.9 a 5.8x10¢ M) que disminuyeron
la expresion de CD86 y HLA-DR y fueron capaces de confrarrestar la
secrecion de citocinas inducida por el mat-cocktail. Ademds, se
observd una consistente tendencia a disminuir la capacidad
aloestimuladora de las MDDC. Un interesante y paraddjico hallazgo fue
la up-regulacién de CD83 con todas las dosis de a-defensinas1-3 en
ausencia y presencia de mat-cocktail, una  observacion
consistentemente repetida. A parte de su uso instrumental para
caracterizar DC maduras?!24167, |a molécula CD83 continua siendo una
molécula enigmdtica. Sin embargo, una hipotética posibilidad es que a-

defensinas1-3 actian de algun modo up-regulando CD83, de forma
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directa o indirecta. La posible relacidon entre a-defensinas1-3 y la
expresion de CD83 merece mayor investigacion.

Niveles altos y bajos de a-defensinasl-3 se encuentran
probablemente in vivo en los focos inflamatorios y por tanto nuestros
resultados ex vivo podrian tener relevancia fisio-patoldgica. Se sabe que
los niveles plasmdaticos de a-defensinas1-3 oscilan entre practicamente
indetectables en individuos sanos hasta 170 ug/ml en pacientes con
sepsis’?. Aunque la concentracion exacta de a-defensinasl-3 en el
foco inflamatorio in vivo no se conoce, hay evidencias que muestran
que las a-defensinasl-3 se liberan en grandes cantidades por los
neutréfilos en los focos infecciososd¢7, asi que las DC inmaduras
residentes en los tejidos serian probablemente rodeadas por altas
concentraciones de a-defensinas1-3.

En esta situacion de respuesta temprana, la actividad fagocitica e
inflamatoria es mdas urgente que el desarrollo de una respuesta inmune
adaptativa. En este contexto, nuestros resultados sugieren que las o-
defensinas1-3 podrian tomar parte en esta respuesta inmune temprana
inhibiendo la maduracion de las DC inmaduras residentes en los tejidos y
ademds interferir con la diferenciacion de monocitos a DC, una nociéon
consistente con un trabagjo reciente que describe como la exposicion de
macréfagos a  secreciones  de polimorfonucleares (PMN),
especificamente a-defensinas1-3 y HBP (heparin-binding protein)
aumenta considerablemente la fagocitosis?02, Por ofro lado, en la

periferia del foco infeccioso, el gradiente de a-defensinas1-3 y otras
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quimiocinas podria atraer DC inmaduras!’2.224 que, llegando en una fase
mas tardia del proceso inflamatorio, encontrarian bajos niveles de a-
defensinas1-3. Nuestros resulfados apoyarian que estos bajos niveles de
a-defensinas1-3 potenciarian el fenotipo maduro y la produccion de
citocinas por las DC que probablemente daria lugar a una presentacion
a células T mas eficiente.

Es importante destacar la interrelacion entre IL-1B y a-defensinasi-
3. Como describimos (Apartado 1.3), la IL-1B induce la produccién de o-
defensinas1-3 en DC. SeguUn nuestros resultados tras estimulacion de DC
con a-defensinas1-3, las concentraciones bajas de a-defensinasl-3
aumentan la produccién de IL-1B, que a su vez aumentaria la
produccion de a-defensinas1-3, produciéndose asi una
retroalimentacion positiva. Sin embargo, las grandes concentraciones
de a-defensinas1-3 causaron una marcada inhibicion de la produccion
de IL-1B, lo que podria suponer un posible mecanismo de autocontrol
de la propia produccion de a-defensinas1-3.

Asimismo, nuestros datos también muestran por primera vez que
las a-defensinas1-3 inducen la produccion de IL-8 en MDDC inmaduras
de manera dosis dependiente. Mds aun, las altas concentraciones de a-
defensinas1-3 (5.8x10¢ M) también indujeron la produccion de IL-8
cuando estuvieron presentes durante el proceso de diferenciacién de
monocitos a DC. De este modo, mediante la induccion de la
produccion de IL-8, las a-defensinas1-3 promoverian el reclutamiento de

mas neutrdfilos al foco inflamatorio, con la consiguiente liberacion de

_ 141 -



mds a-defensinas1-3. Otros frabajos mostraron anteriormente cémo las
a-defensinas1-3 tambien estimulan la secrecion de IL-8 en monocitos
humanos32102212 vy en células epiteliales de pulmon, considerando la
produccion de IL-8 como un medidor biolégico de la respuesta ante la
estimulacion con a-defensinas1-3207,

Aparte de los efectos en la maduracion de las MDDC, también se
investigd si las a-defensinas1-3 podrian de algun modo interferir con la
diferenciacion de monocito a MDDC inmadura durante el cldsico
periodo de cultivo de 5 dias. Se comprobaron los efectos de una dosis
alta (20 ug/ml) y una dosis baja (0.5 ug/ml) de a-defensinas1-3 sobre el
inmunofenotipo vy la produccién de citocinas. Unicamente la dosis alta
tuvo efectos y el mas significativo y remarcable fue el que habia sobre
la producciéon de IL-8. Este efecto fue dependiente del tiempo y los
maximos niveles se alcanzaron cuando las a-defensinas1-3 estuvieron
presentes durante los 5 dias de cultivo. Sin embargo, no podemos
descartar que este incremento aparentemente dependiente del tiempo
se deba simplemente a la acumulaciéon de IL-8 en los sobrenadantes.

Resulta curioso, sin embargo, que la incubacion de las MDDC
durante los Ultimos 4 dias o menos con a-defensinas1-3 afectd a la
expresion de CD86, mientras que la incubacion desde el inicio (los 5 dias
de cultivo) no la afectd. La principal diferencia entre ambas
circunstancias es probablemente que las a-defensinas1-3 que estuvieron
presentes durante 5 dias fueron anadidas al cultivo desde el inicio, al

mismo tiempo que se anadieron IL-4 y GM-CSF, mientras que en los
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demds casos las a-defensinas1-3 se anadieron al cultivo al menos 24h
después de la adicion de IL-4 y GM-CSF. Se ha demostrado
anteriormente4> que los monocitos cultivados Unicamente durante 24h
con IL-4 y GM-CSF ya muestran un inmunofenotipo de DC inmadura. Por
lo tanto, una hipdtesis concebible seria que el efecto de las o-
defensinas1-3 es diferente cuando actiuan sobre monocitos (5 dias en
cultivo, defensinas anadidas en dia 0) que cuando actiuan sobre células
que ya han sido condicionadas para ser DC. Los resultados observados
en esta Ultima situacion, serian congruentes con los efectos
anteriormente descritos observados en DC diferenciadas durante 5 dias
y luego incubadas con a-defensinas1-3, donde se observd una
disminucién en la expresion de CD86 con la dosis de 20 ug/ml.

Ademds del reclutamiento de DC inmaduras a los sitios de
infeccion, también se ha demostrado el potencial de los monocitos
para diferenciarse a DC in vivo durante los procesos infecciosos!18171, En
este marco, nuestros datos sugieren que la presencia de altas dosis de
a-defensinas1-3 en un foco inflamatorio podria influenciar la
diferenciacion de monocito a DC inmadura y promoveria quimiotaxis de
mds neutréfilos, y la subsiguiente liberacion de mds a-defensinas1-3, de
acuerdo con una situacion de infeccion temprana y la necesidad
urgente de fagocitosis y la actividad microbicida directa de ao-
defensinas1-3.

Finalmente, las a-defensinas1-3 utilizadas para nuestros estudios

fueron purificadas a partir de neutréfilos, por tanto, una mezcla de o-
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defensinasl, 2 y 3 se utilizd simultdneamente en cada experimento, de
igual modo que ocurre cuando los neutrdfilos liberan a-defensinas1-3
almacenadas en sus granulos. Es por esto que no se sabe cudl de las tres
a-defensinas es la responsable de los efectos observados. Ya que se han
descrito algunas diferencias en la actividad quimiotdctica de cada una
de ellas82224, estudios futuros serian necesarios utilizando a-defensinasl, 2
y 3 sintéticas de forma individual para dilucidar cudl de ellas es
principalmente responsable de los efectos observados con la mezcla
natural de las tres.

En resumen, este estudio demuestra que las a-defensinas1-3 son
capaces de modular la maduraciéon y diferenciacion de las MDDC.
Estos efectos son complejos y dependiendo de la dosis pueden
potenciar o inhibir la maduracion de las DC, una caracteristica que
puede ser relevante in vivo para la regulacion de la respuesta inmune
en los focos de inflamacion, donde es concebible encontrar un amplio

rango de concentracion de a-defensinasi-3.

4. LAS MDDC DE INDIVIDUOS INFECTADOS POR VIH PRODUCEN MAYORES

NIVELES DE a-DEFENSINAS1-3 Y ESTOS NIVELES SE ASOCIAN CON UNA

MENOR PROGRESION DE LA ENFERMEDAD.

Varios estudios han demostrado que las a-defensinas1-3 actian
como inhibidores naturales de la infeccion por VIH33-3585127 sin embargo,

los mecanismos que dan lugar a esta inhibicion no son completamente
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conocidos. Por los datos publicados, parece admitido que existiria un
mecanismo dual de actuacion frente al VIH mediado por las o-
defensinas1-335¢¢, que inhibirian tanto la entrada del virus en la célula
como pasos posteriores a la entrada. De este modo, en superficies
MuUCosas y en ausencia de suero, las a-defensinas1-3 serian capaces de
neutralizar los viriones VIH impidiendo la unidn entre la envoltura viral
(gp120) y su receptor (CD4)% y por tanto bloqueando la entrada del
virus. Por otfro lado, una vez que el virus ya ha entrado en la célulg,
independientemente de la presencia de suero, las a-defensinasl-3
suprimirian  la  replicaciéon  del VIH, presumiblemente mediante
interferencia con vias de senalizacion intracelularss. Ya que el efecto
directo de las a-defensinas1-3 es inhibido en presencia de suero, se ha
propuesto que las a-defensinas1-3 ejercerian su accion directa en las
superficies mucosas y focos inflamatorios mds que en sangre, donde
serian rdpidamente neutralizadas por las proteinas plasmaticas.

Asimismo, las a-defensinas1-3 son capaces de disminuir la
expresion de CD4 en la superficie celular, a concentraciones superiores
a 3.5 uM, lo que podria tener importantes implicaciones en la potencia y
duraciéon de los efectos antivirales de las a-defensinas1-3 secretadas in
Vivoss,

De igual modo, las propiedades inmunomoduladoras de las
defensinas, como Ila quimiotaxis de DC inmaduras, linfocitos o

monocitos?24, asi como la induccidon de la secrecion de citocinas3?, o la
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modulacidon de la maduraciéon y diferenciacion de las DC178 podrian
igualmente alterar la historia natural de la infeccion.

La importancia de las DC en la infeccion por VIH radica en su
localizacion y funcion. Las DC habitan en las superficies mucosas
(vaginal, anal, intestinal) donde ejercen su papel de vigilancia??!, Se ha
especulado que serian las DC las primeras en contactar con el virus vy, al
presentarlo a las células T CD4+, tfransmitirian de esta forma la infeccion.
Por lo tanto, las DC serian una de las células clave involucradas en las
fases tempranas de la infeccidon por VIH vy la liberacion a nivel local de
a-defensinas1-3 por las DC podria tener relevancia fisiopatoldgica. Un
mecanismo innato, capaz de inactivar al virus antes de su presentacion,
podria dar lugar a una presentacion sin infeccién y, por lo tanto, al
desarrollo de una respuesta inmune adaptativa eficaz frente al virus.

En el presente estudio, analizamos por primera vez los niveles de a-
defensinas1-3 producidas por DC, tanto en individuos sanos no
infectados por VIH, como en pacientes infectados por VIH con distintas
caracteristicas clinicas. Dos diferencias fundamentales de nuestro
estudio con respecto a trabajos anteriores sobre defensinas e infeccion
por VIH son, en primer lugar, el enfoque de investigar en DC: células
localizadas en mucosas que contactan tempranamente con el virus y
median su dispersion durante la presentacion a células T CD4. En
segundo lugar, el tipo de pacientes VIH+ utilizados: tanto pacientes
capaces de confrolar espontdneamente la infeccidn, incluso

manteniendo carga viral indetectable, como pacientes con altas
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viremias o con fratamiento, constituyendo grupos con fenotipos
extremos.

En nuestro andlisis encontframos que las MDDC de individuos
infectados por VIH producian mayores niveles de a-defensinas1-3 que el
grupo de controles no infectados. Esta mayor produccion ocurrid en
ausencia de estimulacion in vitro, una caracteristica de los mecanismos
de la inmunidad innatad! 213, que podria ademds ser un reflejo de la
estimulacion cronica del sistema inmune. Este hallazgo estaria ademads
en acuerdo con un articulo en el que se describian mayores niveles de
a-defensinas1-3 en pacientes HIV y expuestos no infectados que en el
grupo control no expuesto no infectado?10,

La subdivision de nuestro grupo de pacientes infectados en los
distintos subgrupos clinicos, reveld que las MDDC de individuos que
espontdneamente controlan la infeccion (es decir, controladores de
élite y conftroladores) produjeron mayores niveles de a-defensinasl-3
que los no controladores (virémicos y pacientes con tratamiento). Es
interesante notar que no se pueden atribuir a la viremia por si misma las
diferencias en los niveles de a-defensinas1-3 secretados por las DC, ya
que los pacientes con alta viremia y con viremia indetectable por
tratamiento antirretroviral produjeron niveles similares de a-defensinasl-
3. Es importante destacar que todos los pacientes seleccionados tenian
niveles de células T CD4 conservados (>450 cel/mms3) vy, por tanto, las
diferencias halladas no fueron debidas a una disminucidon en el nUmero

de células CD4. Una posible explicacion seria una predisposicion
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genética para la produccion de a-defensinas1-3. Como ya se comentd
en la infroduccion, existen variaciones en el nimero de copias de los
genes que codifican para las a-defensinas1-351283122123 y quizG esto
podria determinar distintas predisposiciones genéticas para la
resistencia a la infeccién por VIH. De hecho, dos estudios muy recientes
enconfraron mayor nUmero de copias de mRNA de HBD-2 y 3 en
mucosa oral de ENI que en controles sanos227, asi como menor nUMero
de copias del gen DEFB104 en ninos VIH-positivos frente a ninos
expuestos no infectados!4é.

El hecho de que las DC de los pacientes con alta viremia
produjeran menores niveles de a-defensinas1-3, cuando lo intuitivo seria
lo contrario, podria también reflejar una alteracion de las DC vy su
incapacidad para de hacer frente a grandes cantidades de virus o,
incluso, podria deberse a mecanismos propios del VIH dirigidos a
contrarrestar la respuesta de a-defensinas1-3, al igual que el virus es
capaz de evadir muchos ofros mecanismos de defensa del sistema
inmune?. Los experimentos in vitro en los que se vid que el aumento en
el nimero de particulas virales (aumento de MOI 0.01 a 0.1) abolia la
capacidad de las a-defensinas1-3 para inhibir la infeccidon de células T
CD4 por VIH3S estaria de acuerdo con esta hipdtesis. Por otro lado, la
baja produccion de a-defensinas1-3 por DC de los pacientes con HAART
podria ser debida a un efecto inhibidor del propio tratamiento.

Un interesante resultado fue la correlacion positiva entre los niveles

de a-defensinas1-3 secretadas por las MDDC y el nUmero de células T
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CD4, un pardmetro de progresion de la enfermedad. Mdas aun, esta
correlaciéon solamente se mantuvo en el grupo de controladores, pero
no en el de no controladores, incluso aunque todos los pacientes tenian
similares niveles de CD4, mostrando quizd una afectacion selectiva de la
produccion de a-defensinasl-3 en las DC de los individuos no
controladores.

En contfraste, el andlisis de los niveles plasmdticos de a-
defensinas1-3 no mostré  diferencias enfre los distintos grupos de
pacientes y solo se detectaron niveles ligeramente superiores en
pacientes con alta viremia. Ademds, no se halld ninguna correlacion
entre los niveles plasmdticos de a-defensinas1-3 y el nUmero de CDA4.
Esto constituye un hallazgo remarcable, ya que las a-defensinasl-3
detectadas en plasma provienen fundamentalmente de los
neutréfilosé’, no de las DC, y esto indicaria que solo las a-defensinas1-3
producidas por las DC, pero no por los neutrdfilos, se correlacionan con
un mejor control de la enfermedad. Este hecho ademds demuestra la
importancia critica de las DC para estudiar las a-defensinas1-3.

Cuririosamente, sin embargo, no se encontrdé ninguna correlacion
entre la carga viral plasmdatica y los niveles de a-defensinasl-3
producidos por las MDDC, ni con los niveles plasmdticos de a-
defensinas1-3. Aunque en un principio esto podria parecer
contradictorio, en estudios previos realizados en humanos, solamente se
enconfraron alteraciones marcadas de los niveles plasmaticos de a-

defensinas1-3 durante procesos agudos, tales como sepsis, meningitis
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bacteriana, infecciones infrauterinas o sindrome agudo de distrés
respiratorio!s?. Igualmente, en concordancia con nuestros resultados, no
se encontro correlacion enfre la PVL y la expresion de a-defensinas1-3
en ganglios linfaticosé2 ni entre PVL y niveles de a-defensinas1-3 en leche
materna’s>. Ademds, en un estudio realizado por Baroncelli et al, donde
se infectaban a macacos con VIHS!S, se describid un marcado aumento
en los niveles plasmdticos de a-defensinas1-3 solamente dos semanas
después de la infeccion, coincidiendo con el pico de replicacion viral,
pero tras esta fase aguda de la infeccion, los niveles plasmdaticos de a-
defensinas1-3 volvieron a disminuir. Por tanto, es plausible que no se
encuentren diferencias en los niveles plasmdaticos de a-defensinas1-3
enfre los diferentes grupos de pacientes de nuestro estudio,
cronicamente infectados, y que no exista una correlacion con la carga
viral.

Las curvas de mortalidad encontradas en nuestro estudio
apoyarian aiun mads el posible papel protector de las a-defensinas1-3
producidas por las DC, ya que bagjos niveles de secrecion de a-
defensinas1-3 por las DC se asociaron con un descenso importante en
los niveles de CD4, un marcado aumento en la carga viral y la
necesidad de iniciar tratamiento antirretroviral, independientemente de
la clasificacion clinica de estos pacientes. Parece especialmente
relevante el hallazgo de la asociacidn de menores niveles de o-

defensinas1-3 con caida de los niveles de CD4 bajo 350 cel/mms3, dado
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que se considera una cifra critica a la hora de decidir el inicio de
tratamientol98,

Un problema inherente a nuestro estudio, y a muchos otros
similares, seria el de determinar si la mayor produccidn de a-
defensinas1-3 por las DC de los individuos controladores seria causa o
consecuencia de un mejor estado clinico inmunoldgico. Aunque no
podemos responder a esta pregunta con certeza, los resultados
obtenidos en el andlisis de las curvas de supervivencia apoyaria
fuertemente la hipdtesis de que una mayor produccidon de a-
defensinas1-3 por las DC daria lugar a un mejor control de la infeccidn
por VIH.

A pesar de la demostrada actividad anti-VIH de las a-defensinasi-
3 in vitro, su posible papel protector in vivo durante el curso de la
infeccion por VIH estd aun por demostrar. Muy pocos estudios han
andlizado los niveles de a-defensinas1-3 en individuos de bajo riesgo e
individuos infectados por VIH para intentar determinar los niveles
fisiologicos y patoldégicos de estas moléculas!>61.62210 Ademds, estos
pocos estudios, se han enfocado en los niveles de a-defensinasl-3
presentes en plasma o fluidos, que constituyen un reflejo de la secrecién
por parte de los neutréfilos fundamentalmente y estdn ampliamente
influenciados por infecciones concomitantes u ofros estimulos, haciendo
muy complejo el andlisis de los resultados’20,

En un estudio reciente!?, |a capacidad nevutralizante del VIH

detectada en muestras de lavado vaginal se vio que estaba

- 151 -



correlacionada significativamente con los niveles detectados de o-
defensinas1-3 y LL-37, confimdndose asi la actividad anti-VIH de estas
moléculas. Sin embargo, los mayores niveles de a-defensinas1-3 en estas
muestras estuvieron asociados con una mayor adquisicion del VIH. Dado
que la adquisicion del VIH va generalmente asociada con adquisicion
de ofras enfermedades de tfransmisidon sexual, estos mayores niveles a-
defensinas1-3 detectados podrian ser un reflejo de la secrecion de los
neutrofilos para defenderse de la infeccion bacteriana concomitante!20,
Como hemos dicho anteriormente, los niveles de a-defensinasl-3
detectados en los fluidos de la mucosa vaginal provienen de los
neutréfilos, por tanto, pensamos que no solamente los niveles de a-
defensinas1-3, sino la localizacidon y las células productoras de estas
moléculas son factores de especial importancia a tener en cuenta en la
infeccion por VIH. Dado que los pocos estudios realizados con
pacientes, hasta el momento, se han enfocado en los niveles de a-
defensinas1-3 producidos por neutrdfilos, no por DC, y quizd esta podria

ser la clave de las contradicciones entre los distintos trabajos.

En conclusidén, demostramos una mayor secrecidn de o-
defensinas1-3 por las DC de individuos infectados por VIH que en
individuos no infectados, especialmente en los individuos capaces de
controlar espontdneamente la infeccion. Esta mayor secrecion se
correlaciona positivamente con los niveles de células T CD4 y ademas,

los menores niveles de a-defensinasl-3 se asocian con una mayor
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progresion de la enfermedad. Aunque mds estudios son necesarios, en
nuestra opinidon, este trabajo abre una importante linea de investigacion
en el campo de la inmunidad innata frente al VIH y, quizd en un futuro,
la determinacion de los niveles de a-defensinas1-3 podria constituir una
herramienta diagndstica mds para ayudar a identificar tempranamente

aqguellos pacientes que tendrdn una peor evolucion.
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vi. CONCLUSIONES
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VI. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que:

Las células dendriticas derivadas de monocitos, asi como las
células dendriticas mieloides circulantes, producen y secretan ao-
defensinas1-3.

La produccion de a-defensinas1-3 disminuye tras la maduracion
de las MDDC con distintos agentes madurativos y se ve
incrementada con citocinas pro-inflamatorias, especialmente con
IL-1P.

La produccion de a-defensinas1-3 por las DC se ve incrementada
en la respuesta antiviral de IFN de tipo |, asi como co-cultivo de
DC con células T CD4 naive alogénicas. Esta produccion se ve
fuertemente inhibida por el estrogeno.

Las a-defensinas1-3 modulan la maduracion y diferenciacion de
las DC con efectos opuestos dependiendo de la concentracion.
Ademds, inducen una secrecidon dosis-dependiente de IL-8 por las
DC inmaduras.

Las MDDC de pacientes infectados por VIH producen mayores
niveles de a-defensinas1-3 que los individuos sanos no infectados.
Dentro del grupo de infectados, los pacientes que confrolan
espontdneamente al VIH producen mayores niveles de defensinas

que los que no la controlan.
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Los niveles de a-defensinas1-3 producidos por las MDDC, pero no
los niveles plasmdticos de a-defensinasl-3, se correlacionan
positivamente con el nUmero de células T CD4.

Los menores niveles de produccion de a-defensinas1-3 por las DC

se asocian con una mayor progresion de la enfermedad.
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