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1. Introduccion

Mario Frias Casas

1.1 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida: Aspectos

epidemioldgicos y sociales

En la década de los afios 80, el Sarcoma de Kaposi y ciertas neumonias
fueron aumentando en numero en el area de San Francisco de EEUU. Ante este
hecho el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta alerté de la posibilidad
de un nuevo patéogeno cuya diana fuese el propio sistema inmunolégico. En
septiembre de 1982 se le denomind a este sindrome con el término SIDA (AIDS)

cuyas siglas correspondian al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

Este, causado por el virus de Inmunodeficiencia Humano (el VIH), es una
enfermedad con un alto indice de mortalidad desde los afios 80. En concreto con

una mortalidad cercana al 100 % en los 5-10 afios después del diagnostico.

Desde entonces se ha recorrido mucho camino en la lucha global contra el
VIH/SIDA. Se han desarrollado terapias que ayudan a controlar al virus en el
organismo. Sin embargo, la epidemia, sigue afectando a los paises Occidentales y

a todo el globo.

Segiin estimaciones de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
publicadas con motivo del Dia de SIDA Mundial en el afio 2012 habia: 34
millones de personas portadoras del VIH, 2.5 millones de personas se infectaron
ese aflo y 1.7 millones de personas murieron de enfermedades relacionadas con el

SIDA'.

! (Datos disponibles en http://www.unaids.org/en/resources/ campaigns/20121120_globalreport2012/)
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En los 30 afios transcurridos desde el reconocimiento de la enfermedad se
ha trabajado para el cuidado de las personas con la infeccion de VIH, identificar
nuevas procedimientos terapéuticos, estudiar el virus y analizar su
patogenecidad, encontrar nuevos instrumentos de diagndstico, evaluar el papel de
posibles coinfecciones, y mitigar los acontecimientos adversos del tratamiento

antirretroviral asi como prevenir la propia infeccion de VIH.

Desafortunadamente, los tratamientos para el VIH/SIDA son caros y por
tanto de dificil uso en paises limitados en recursos. Incluso en paises de ingresos
altos, el gasto de medicina para el tratamiento de VIH/SIDA hoy representa,
segun estimaciones recientes, el 62,4 % de coste total contra un 20 % para otras
enfermedades cronicas y el coste por persona tratada es el 38 % mas alto que el

tratamiento de cancer.

La infeccion por VIH/SIDA se caracteriza por un descenso de linfocitos T
colaboradores CD4 [1-3] que a medida que se hace severa, provoca mayor
disfuncién del sistema inmunoldégico que se acompafia de infecciones
oportunistas y de ciertos tumores. Asi la infeccion por VIH-1, en principio
asintomatica, da paso al SIDA, fase en la que aparece aparecen los principales

problemas clinicos.
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1.2 La infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana

El descubrimiento del virus VIH-1 es relativamente reciente, y se acepta
que probablemente el origen de la enfermedad esta relacionado con el fendémeno

de zoonosis de primates a humanos.

En 1983 en el Instituto Pasteur de Paris consiguieron aislar e identificar un
retrovirus [4]. Este virus fue llamado inicialmente como virus asociado a
linfomadenopatia (LAV, Lymphadenopathy-associated virus). Un afio después el
Dr. Robert Gallo del NCI (National Cancer Institute) confirmo el descubrimiento
del virus y que este era el causante del SIDA. El virus fue renombrado a virus T-

linfotropico tipo III (HTLV-II) [5, 6].

En 1985 se comprobo6 que el LAV y el HTLV-III era el mismo virus [7-9].
Finalmente el 23 Mayo de 1986 el Comité Internacional de Taxonomia de Virus
acordo eliminar los nombres anteriores (LAV y HTLV-III). A partir de ese

momento el virus del SIDA se conoce como virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH) [10].
Caracteristicas virologicas

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana pertenece a la familia
Retroviridae (Tabla 1a) [11]. Estos virus a su vez son clasificados en siete
subfamilias segun el ICTV el (Comité Internacional para la Taxonomia de los
Virus) [12]. Una de estas familias, los lentivirus, es el grupo al que pertenece el

VIH tipo-1 y 2, que son retrovirus citopaticos que producen la muerte y
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disfuncionalidad de las células infectadas, especialmente células del sistema
inmune lo que originaria de esta forma fendémenos de inmunodeficiencia y otras

enfermedades autoinmunes [13]

Subfamilia Virus

Alpharetrovirus | Virus del Sarcoma de Fous

Gammaretrovinis | Vims Maszon Pfizer del simio

Deltaretrovirus | HTLV-I, HTLV-II

Epsilonretrovirus | Virus del Sarcoma Démmico de Walleye

Lentivirs VIH-1,VIH-2, 8IV

Espumavirs Espumavwirus sirmio

Tabla 1a: Claszificaciondela fammlia de wvimis retroviridae.

El ciclo vital del VIH tiene dos fases, una como viriéon infectante cuyo
material genético se encuentra en forma de ARN y otra en forma de provirus con
ADN, siendo esta forma la caracteristica en los periodos de latencia con viremias

persistentes.

El mecanismo de replicacidon es contrario al de los virus ARN donde la
enzima transcriptasa inversa juega un papel fundamental. Utiliza como células
huésped a los linfocitos CD4, a los macrofagos, las células nerviosas de la
microglia y las células dendriticas de las mucosas también conocidas como

células de Langerhans.
Estructura

El virus VIH estd compuesto por una capa externa lipidica, una

nucleocapside y un nucleo (Figura 1la). La capa externa la componen
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proyecciones o prolongaciones de las glicoproteinas gpl120 y gp4l que son
importantes en el momento de unidn entre virus y célula hospedadora. La capa
intermedia o nucleocapside constituida por las proteinas y el acido nucleico
estructurados de fuera a dentro como una matriz (p17). El nicleo o capa interior
de forma coénica (p24) en cuyo interior esta el genoma viral (dos cadenas
idénticas de ARN wunidas por la P7) y proteinas con funcién enzimatica o

reguladora tales como la transcriptasa inversa, integrasa y proteasa [14].

Bicapa lipidica

Transcriptasa
inversa

Proteasa

Integrasa

Glicoproteina gp41
Glicoproteina gp120

Figurala: Estructura del Virus VIH.

Infeccion de las células hospedadoras
El ciclo vital del VIH puede definirse bien en siete fases:

- Fusion y entrada a la célula hospedadora
- Sintesis de ADN
- Integraciéon

- Transcripcion inversa
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- Traduccion
- Ensamblaje y salida del virus

- Maduracion

La gp120 del virion entra en la célula mediante la unién con el receptor CD4
presente en los linfocitos Th (CD4"), macrofagos y otras células. Ademas
requiere unirse simultineamente a otros receptores de quimiocinas como son el
CXCR4 y el CCRS. Esto induce un cambio en la gp41 o proteina transmembrana
que da lugar a la penetracion y denudacion de la cépside quedando libre el ARN.
Este va a ser posteriormente utilizado por la transcriptasa inversa para la sintesis
de una doble cadena de ADN que emigrara al ntcleo celular donde va a quedar

integrado en su genoma.

De esta fase surge la forma replicativa del VIH, conocida como provirus. Este

transcribe su molde a ARN a través de enzimas como la ARN polimerasa.

Posteriormente, emigrara al citoplasma donde se formaran nuevos viriones
que se ensamblardn y liberardn para luego a través de las proteasas madurar y

constituir asi un virus infectivo [15-17] (Figura 1b).
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Fgura 1b: Ciclo de replicacion del VIH. Figura extraida de
http://wrorwnebi nhm mh gov/retroviruses/

Genoma del VIH-1

El genoma del VIH-1 contiene 9 genes potencialmente codificantes, los
cuales se transcriben en mas de 30 moléculas de ARN de tipo mensajero diferentes
y tiene capacidad de codificar proteinas estructurales y enzimaticas comunes a

todos los retrovirus, asi como proteinas reguladoras [18].

Entre los genes codificantes de proteinas estructurales y enzimaticas, se
encuentran: El gen gag, que codifica una proteina precursora que sufre un
procesamiento proteolitico, tras el cual se generan p24, pl7, p7 y p6 que son
formas maduras. El gen pol, es el que codifica la proteina dimérica p51/p66 que
actlia como transcriptasa inversa. El gen env, que codifica un precursor altamente
glicosilado que da lugar a dos proteinas maduras, la proteina externa gpl120 y la

transmembranica gp41.
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Ademas de estos genes que codifican proteinas estructurales y enzimaticas,
el genoma del VIH presenta otros genes que codifican proteinas reguladoras.
También existe una porcion de RNA que codifica los LTR que son unas
secuencias repetidas situadas en ambos extremos del genoma del VIH mediante

las cuales el virus regula su replicacion en la célula huésped.

Variabilidad del VIH

Una de las principales caracteristicas de los lentivirus es su enorme
diversidad genética. Ello se debe a que el VIH-1 se divide en tres grupos: M, O y
N y a su vez el grupo M, que es el responsable de la mayor parte de las

infecciones en todo el mundo, posee multiples subtipos [19-21].

Ademas el VIH-1 tiene un sorprendente grado de heterogeneidad
genomica, que se hace evidente cuando se comparan los virus de diferentes
individuos infectados e incluso del mismo individuo. Esta heterogeneidad es
debida a que, ya dentro de las células que infecta, la transcriptasa inversa del
VIH-1 comete numerosos errores en la copia del RNA viral en DNA. Aunque los
clones virales de un mismo individuo estdn mas relacionados entre si que con
clones virales de otros individuos infectados, los niveles de heterogeneidad
genética que se dan dentro de una persona son suficientes para producir virus con

diferentes propiedades biologicas e inmunoldgicas.

De todos los productos proteicos del VIH-1, la glicoproteina gp120, es la

que presenta una mayor variabilidad genética [22]. La generacion de variantes
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genéticos es uno de los mecanismos que el VIH-1 usa para evadir la respuesta

inmune como veremos mas detenidamente.

Ademas las cepas de VIH-1 diferentes pueden recombinarse, con lo cual
se producen amplias variedades genéticas. La recombinacion requiere la
infeccion simultdnea de una misma célula con virus diferentes y la encapsulacion

de transcriptos de ARN de cada provirus en un virion heterocigoto.
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1.3 Respuesta inmune frente al VIH-1

Cuando el virus consigue replicarse lo hace de manera continua aunque
con diferentes intensidades dependiendo de la eficiencia de las defensas
inmunologicas del huésped. En el supuesto de que en el individuo infectado por
VIH no reciba tratamiento, la infeccion evoluciona en tres fases o periodos con
caracteristicas propias desde el punto de vista viral e inmunoldgico. Estas son

fase aguda, fase cronica y fase final o de SIDA [23].
Fase aguda o primoinfeccion

En esta fase, que puede durar entre una y seis semanas, el sistema
inmunolodgico innato intenta detener la infeccion y aparecen sintomas similares a

los de una gripe que en muchos casos pueden pasar desapercibidos [24, 25].

Tras la infeccion con el VIH se suele producir un aumento brusco de su
replicacion que da lugar a un aumento del virus en sangre. Después la viremia
desciende también bruscamente debido a que los virus se diseminan por el
organismo y aparecen los anticuerpos especificos contra éste. Al mismo tiempo,
la intensa replicacion viral que se produce durante estas primeras semanas de
infeccion, termina produciendo un descenso en el namero de linfocitos T CD4

que al ser infectados por el virus, mueren por la accion destructora del mismo.

Durante la primera parte de este periodo se pone en marcha la respuesta
inmune innata con intervencion de macrofagos, células NK y células dendriticas.
Los macréfagos y las células NK desarrollan su actividad citotoxica frente a los

virus en su camino de entrada. Las células dendriticas captan los virus y los
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trasportan a los ganglios locales, lo que reactiva la respuesta adaptativa que se

hace patente pasadas varias semanas del contagio [24, 25].

Fase cronica

Esta fase puede extenderse durante varios afios y donde hay una intensa
actividad humoral y celular. Durante este periodo los ganglios linfaticos son el
gran reservorio y alli es donde van a tener lugar los fenomenos de infeccion y
propagacion del VIH. Menos de un 1% de los linfocitos afectados sufrirdn una
replicacion activa albergando la mayoria de ellos un genoma proviral latente [25,

26].

La respuesta del sistema defensivo del individuo empieza a tener un
progresivo agotamiento y pérdida del control de la replicacion viral. Los

linfocitos T CD4 van progresivamente disminuyendo.

La respuesta del sistema inmunoldgico provoca una disminuciéon en la
carga viral por una parte pero por otra muchos virus permanecen en estado de
latencia durante mucho tiempo, debido a la larga vida media de los linfocitos T
CD4 de memoria infectados por el VIH, en donde puede permanecer silente

durante mas de 40 anos, en forma de reservorios virales [25, 26].

Fase avanzada o SIDA

En este periodo ya existe un gran descenso de linfocitos CD4 a la vez que
un gran ascenso de carga viral que conllevara a un deterioro progresivo de la
respuesta humoral y celular conjuntamente a una disminucion de los niveles de

anticuerpos. De igual modo, se deterioran la actividad citotoxica CTL, la
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citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y la actividad de las
células Natural Killer (NK) que forma parte esencial de la respuesta inmune innata

[27-29].

El aumento de la viremia hasta altos niveles conduce a la aparicion de
manifestaciones clinicas evidentes en forma de infecciones oportunistas y
tumores, todo lo cual define el SIDA propiamente dicho. De hecho la
inmunodeficiencia que se adquiere llega al extremo de que las infecciones

oportunistas son la causa de muerte mas importante en estos pacientes.

Una carga viral elevada y la caida del nimero de T CD4 por debajo de 200
células/ul, indican claramente que el sistema inmunologico ha perdido la

capacidad de controlar al virus [30-32].
Caracteristicas de los distintos tipos de respuesta inmune frente al VIH-1

En los pacientes infectados por el VIH se ha descrito una respuesta
Inmunitaria intensa que abarca practicamente todos los componentes del sistema
defensivo. Esta respuesta es amplia en la fase aguda y cronica, desarrollandose
frente a practicamente todas las proteinas del virus y las células infectadas. Sin
embargo, es insuficiente para controlar la replicacion del VIH, sobre todo al final de

la fase cronica y en la fase de SIDA, periodos en los cuales termina por agotarse.
Respuesta Celular

Esta respuesta es eficiente en las primeras fases de la infeccion por el VIH
pero su deterioro se va acrecentado a lo largo de la fase cronica de la infeccion y

se hace maxima en la fase final o SIDA propiamente dicho. Todo ello en ausencia
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de tratamiento, que mitiga profundamente estos cambios. En ella intervienen los

linfocitos T CD4/CD8 y las células dendriticas que colaboran en su inicio.

En concreto las células T CD4 son las células centrales en la respuesta
inmune por su capacidad de regular otras células como células T CD8, células
NK y células B. En las células T CD4, al ser las células que predominantemente
infecta el VIH, se produce una disminucion cuantitativa del nimero total de estas
células y defectos funcionales importantes de las mismas. Todo ello va

aumentando a lo largo de la fase cronica de la infeccion [33-35].

Finalmente, las células CD4 de sujetos infectados por el VIH-1 son
incapaces de responder frente a estimulos antigénicos, expresan muy bajos

niveles del receptor de la IL-2 y la produccion de linfocinas baja sustancialmente.

Por otra parte las células T CD8 que muestran actividad citotéxica frente a
diferentes proteinas estructurales y reguladoras del virus se expanden en los
enfermos portadores de VIH. Esta respuesta es intensa y completa, y actia como
filtro en la seleccion de variantes viricas [36]. También estas células, junto con
las NK, liberan quimiocinas que tienen la capacidad de actuar como factores
inhibidores del VIH. Algunas de estas quimiocinas se unen a sus receptores en la
membrana celular bloqueando la unioén a ellos de ciertas proteinas de VIH-1. Con
ello bloquean las puertas de entrada en la célula huésped impidiendo asi la

progresion de la infeccion, sobre todo en linfocitos T CD4 [37].

Por ultimo las células dendriticas se caracterizan porque son de suma

importancia en el inicio de la respuesta inmune frente a virus. Su funcion es
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captar a estos virus en la puerta de entrada, generalmente en las mucosas,
transportdndolos a los ganglios y presentdndolos a los linfocitos T. En la
infeccion por VIH, uno de los principales fallos precisamente es que estas células
transportadoras del virus a los ganglios linfaticos no destruyen en su camino al

virus y consecuentemente infectan a los linfocitos T en los ganglios.
Respuesta humoral

Aunque frente al VIH se produce una respuesta humoral [38], ésta no es
eficiente para bloquear la progresion de la infeccion. Esta incapacidad se debe a
que, tanto en la fase cronica como final del SIDA, se produce una disfuncion
policlonal de las células B. Esto se manifiesta por el elevado numero de células
que espontaneamente secretan anticuerpos inespecificos e inutiles llegandose a
producir una hipergammaglobulinemia policlonal e incluso un agotamiento

funcional de las células B [39, 40].

Consecuentemente, se produce una diminucion de la eficiencia de la
respuesta humoral lo que no excluye que una proporcion de células B
circulantes produzcan anticuerpos frente al VIH-1. Algunos de estos anticuerpos
tienen capacidad neutralizante y por tanto "protectora" aunque desgraciadamente
no son muchos los que presentan esta propiedad debido, entre otras cosas, a la

variabilidad de estos virus.
Respuesta innata

Este tipo de respuesta interviene, como hemos comentado anteriormente,

en la fase aguda de la infeccion aunque muchos de sus componentes siguen



1. Introduccion

Mario Frias Casas

actuando a lo largo de todo el proceso infeccioso. Como es sabida las células
participantes en este tipo de respuesta, son los macrofagos, las células NK y las

células dendriticas, entre otras.

Los macrofagos, en los enfermos VIH', presentan defectos en su
quimiotaxis, en su capacidad destructiva celular dependiente de anticuerpos
(ADCC), en la actividad microbicida intracelular y en la capacidad de producir

IFN-y.

Los macréfagos, al igual que las células T, se infectan via CD4. Sin
embargo, los receptores Fc y del complemento pueden estar también implicados

en la infeccién de macréfagos mediante opsonizacion del virus.

Las células asesinas naturales (NK) son componentes esenciales del
sistema innato que participan activamente en la vigilancia de células infectadas
por VIH. Esta accion se lleva a cabo en la fase de infecciéon aguda, pero se

mantiene durante todas las fases de la infeccion.

También se ha indicado el hecho de que la disfuncién de NK se asocia en
muchos casos con una progresion rapida de la enfermedad y la alta incidencia a
infecciones oportunistas, tanto en modelos experimentales como en pacientes

infectados por el VIH [41, 42].
Estrategias del VIH-1 frente al sistema inmune

El VIH utiliza estrategias para infectar al huésped y a la vez no ser

destruido por sus defensas del mismo:
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1) El VIH se replica a una alta velocidad con lo cual compite con el
sistema inmunolégico que tiene que adaptarse a una velocidad muchas veces
imposible de lo marcado por el virus. Ademas cuando el virus se reproduce
comete una gran cantidad de errores con lo cual genera tal diversidad de nuevos
tipos virales que escapan a la accion vigilante del sistema inmunolégico [43]. La
consecuencia de todo esto es que el VIH-1 cambia en cada persona que infecta
mas incluso de lo que lo hace el virus de la gripe en cada una de las pandemias
anuales a nivel global. Esto conduce a un "agotamiento" del sistema

inmunoldgico que le hace ineficiente.

2) La capacidad del VIH-1 de pasar a una forma latente al estado de
provirus, ocultdndose del ataque de las células del sistema inmune. Esto crea una
enorme dificultad para el sistema inmunologico que no puede identificar y en
consecuencia destruir a las células portadoras del virus, pero que en cualquier

momento estos provirus pueden replicarse de nuevo y generar nuevos virus [44].

3) El VIH posee una asombrosa capacidad de evadir al Sistema
Inmunologico actuando sobre las células que infecta cambiando las moléculas de
superficie para no manifestar que estdn infectadas y asi hacerse menos

vulnerables a su destruccion [45, 46].
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1.4 Células NK como parte esencial de la respuesta innata

Las células asesinas naturales (NK) forman parte de las células de estirpe
linfoide cuya funcion es importante como mediadoras de la respuesta inmune

innata contra virus y células tumorales [47].

Constituyen alrededor del 15% de los linfocitos de sangre periférica y
también pueden ser encontradas en el higado, peritoneo y placenta [47]. Las
células NK fueron descubiertas por la habilidad de eliminar espontdneamente a

células tumorales in vitro lo cual le dio el nombre de "Natural Killer cells" [48].

La activacion de estas células depende enteramente de la interaccidon de
diversos receptores en su superficie (receptores de citoquinas, moléculas de
adhesion y receptores de citotoxicidad) con sus respectivos ligandos presentes en
la membrana de las células diana como son los tumores y las células infectadas

por virus [49, 50].

El balance entre la estimulacion de receptores inhibidores y activadores en
células NK va a ser fundamental en la regulacion de la actividad citotoxica y

secretora de estas células [49-51].

A pesar de todo, las células NK no solo van a tener actividad citolitica.
Estas pueden liberar diversas quimioquinas como CCL3 (CC-Chemokine ligand
3), CCL4 y CCL5 (también conocida como RANTES) y también otras citoquinas

como [FN-y (Interferon-gamma) y TNF (Factor de Necrosis Tumoral). Cada uno
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de estos factores solubles juegan un papel muy importante en inflamacion,

hematopoyesis y activacion de otras células inmunes [52-54] (Figura 1c¢).
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Tipos de Células NK

Hasta ahora, en condiciones normales han sido descritas dos tipos de
subpoblaciones NK, clasificadas segin la expresion de ciertos marcadores en su

superficie, como son CD16 y CD56 [55-57].

Por un lado tenemos a las células NK bright, las cuales poseen poca o
ninguna expresion de CD16 y alta expresion de CD56 (CD16"°" CD56"¢"). Estas
constituyen menos del 10% del total de células NK circulantes y son importantes
en la produccion de quimioquinas y citoquinas. También producen gran cantidad
del receptor de Interleuquina-2 (IL-2) y también producen grandes cantidades de

Interferon-y. Esto explicaria la poca actividad citotoxica de estas NK bright
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puesto que tienen un papel mas enfatizado en la regulacion del resto de células de

los otros tipos.

En contraste, existen las células NK dim, cuya expresion de CD16 es mas
alta sin embargo posee poca expresion del marcador CD56 (CD16"" CD56'").
Al contrario que el anterior tipo, las células NK dim constituyen
aproximadamente el 90% del total de células NK y son las principales
responsables de toda la actividad citolitica y de la citotoxicidad dependiente de

anticuerpo (ADCC) [55, 57].

Debido a su habilidad para producir citoquinas y favorecer la activacion
de otros tipos celulares, las células NK, son un crucial enlace entre la respuesta
innata y adaptativa [54, 58, 59]. Se ha descrito concretamente que las células NK
interaccionan directamente con las células dendriticas en el fendmeno

denominado cross-talk [54, 58-60].

De esta forma, las células dendriticas activan en cierta manera a las células
NK y a su vez éstas secretan citoquinas que ayudan a la maduracion de las
células dendriticas inmaduras influenciando de esta manera en la activacion de la

propia respuesta adaptativa (Figura 1d).



1. Introduccion

Mario Frias Casas

Respuesta Inmune innata Respuesta Inmune Adaptativa

IFN-cup
I1-12
15

s

Activacion

goom
Quimiucinas\_‘_’ l Inflamacion |

Figura 14 Este caracter de actuacidn en la respuesta mmime innata v adaptativa le confiere mma
granimportanciaa las células NE como mecanmsmeo de defensza del individuo.

Ante estas habilidades de las células NK, cabria esperar por parte de éstas
un potencial importante en la prevencion y control de la infeccion por VIH-1. Sin
embargo a pesar de todo, estas células en los individuos afectados por el virus se
encuentran alteradas tanto en forma como funciéon. Pronto se descubrid que el

defecto en la funcién de las células NK estaba asociada con un progreso de la

enfermedad [61-63].

Hasta la introduccion del TARGA no se logré comparar los efectos de la
viremia (paciente virémico sin TARGA/paciente avirémico con TARGA) en la
expresion y funcion de los receptores NK asi como los posibles cambios en la

distribucion de los distintos subtipos de células NK.

Receptores de células NK

Para que las células NK desarrollen su funcion tienen que identificar a la

célula blanco. Para ello las células NK poseen diferentes tipos de receptores con
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funcion de reconocimiento de moléculas en las células blanco y en consecuencia
de activar la maquinaria citolitica y/o secretora de estas células. Hoy se conoce
que la accion final de las células NK depende del equilibrio entre las sefiales

inhibidoras y activadoras procedentes de sus receptores de superficie.

Entre los receptores de activacion de las células NK destacan el CD16,
CD80, CD43 y los receptores de citotoxicidad natural (NCRs) y entre los
inhibidores destacan ciertos receptores presentes en las células NK con capacidad

de reconocer moléculas de histocompatibilidad.

Receptores de moléculas HLA en células NK

Existen receptores presentes en células NK que reconocen moléculas de
histocompatibilidad clase I y que tienen capacidad de activar o de inhibir sus
funciones. Precisamente del equilibrio de estas acciones, bien de activacion o de
inhibicion, resultara del efecto final de las células NK, bien desarrollando sus
funciones citotdxicas y/o secretoras o bien haciendo que queden bloqueadas [64]

(Figura le).
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Figura le: Bepresentacion de los diferentes tipos de receptores NK tipo HLA v
susligandos que comeo se ve mayontanamente sonmoléculas de tipo HLA
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Estos datos provienen de las observaciones de Kérre [65, 66], quien
utilizando variantes de una misma linea celular tumoral, encontré distinto grado
de sensibilidad a la lisis NK, que se correlacionaba inversamente con la
expresion de moléculas de histocompatibilidad clase I. Asi fue propuesta la teoria
de "pérdida de lo propio" (missing self theory). Esto explica el hecho de que las
moléculas HLA propias, presente en la mayoria de las células del organismo,
inhiban la destruccion de éstas por las células NK. Estos receptores ademas de

expresarse en células NK, se encuentran también en ciertos linfocitos T.

Existen tres familias de estos receptores [64]:

e Receptores tipo KIR (killer cell Ig-like receptors)
e Receptores ILTs (immunoglobulin like transcripts) y

e Receptores tipo lectinas

Receptores NK tipo KIR

Estos receptores fueron descubiertos debido a que estaban implicados en
la inhibicion de la lisis al interaccionar especificamente con determinadas
moléculas HLA de clase I de la célula blanco. Pertenecen a la familia de las

inmunoglobulinas [64].

A la palabra KIR, se afiaden los sufijos 2D y 3D, que indican el nimero de
los dominios de inmunoglobulina que poseen y la letra L (long) o S (short) segun

la cola citoplasmatica de estas moléculas sea larga o corta respectivamente.
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Estos receptores pueden ser de tipo inhibidor o de tipo activador. La
distribucion de estos receptores en las células NK no es homogénea y cada clon
NK puede expresar uno o varios tipos de estos receptores. Se aprecian claras
diferencias en la expresion de cada receptor cuando se estudian distintos

individuos.

Receptores NK tipo ILT

Este tipo de receptores ILTs (immunoglobulin like transcripts) pertenecen
a la superfamilia de las inmunoglobulinas, Algunos de estos receptores no sélo
reconocen moléculas HLA de tipo I clasicas sino que también reconocen
moléculas no clasicas. Pueden ser expresados en monocitos, macréfagos, células

dendriticas, células B, T y NK [67].

Uno de ellos conocido como el receptor ILT-2 (LIR-1, CD85j) es el tnico

miembro de esta familia que s6lo esta expresado en algunas células NK [68-70].

Tiene la capacidad de unirse varios tipos de moléculas HLA de clase I,
incluyendo HLA-G. Se reconoce este receptor por tener una funcion inhibitoria
en las células donde es expresado debido a los cuatro motivos ITIM que posee
intracitoplasmaticos (immunoreceptor tyrosinebased inhibitory motives) Estos
motivos tienen la propiedad de unirse al dominio SH2 que contiene las tirosin-
fosfatasas y asi producir inhibicion de la citotoxicidad por la desfosforilacion que

producen [68-72].
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Varios son los trabajos en los que se ha demostrado que este receptor
juega un papel muy importante en la infeccion por VIH donde se ve
incrementada su expresion en células NK asi como en células CD8 citotoxicas

[73-77].

Receptores NK tipo lectina

La tercera familia de receptores NK que se unen a moléculas HLA I son la
familia de los receptores tipo lectina. La mayoria de estos receptores son
expresados como heterodimeros con CD94 unidos convalentemente a un

miembro de la familia NKG2 [78-80].

Al igual que la familia de los KIRs la familia CD94/NKG2 tiene
miembros que son tanto activadores como inhibidores. Uno de los miembros
inhibidores de esta familia es NKG2A. En concordancia con su funcion
inhibitoria tiene cola intracitoplasmatica con motivos ITIM. Las formas

activadoras de esta familia son NKG2C, NKG2E y NKG2H [81, 82].

El ligando de CD94/NKG2 es la molécula no clasica HLA-E [81, 82].
Las moléculas HLA-E se caracterizan porque se encuentran asociadas con
péptidos derivados de la secuencia lider de las moléculas HLA clase I. Este
fendmeno, descubierto por F. Borrego [83], tiene una gran relevancia en el

mantenimiento de la identidad inmunologica de cada uno de los individuos.

Se considera a estos receptores de especial importancia en los procesos de

regulacion de las células NK, debido a la extensa distribucion de las moléculas
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de histocompatibilidad HLA-E que reconocen y sobre todo por el hecho de

encontrarse presentes en un amplio nimero de células NK (60-80 %).

Al igual que ocurria con el receptor ILT-2, tanto CD94/NKG2A como
CD94/NKG2C diversos trabajos han descrito las alteraciones y cambios en su
expresion como efecto de la viremia indicando que estos dos receptores son
importantes en la defensa contra la infeccion y progresion de la enfermedad [84,

851.
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1.5 Efecto de la infeccion por VIH-1 en las células NK

Ha sido descrito que el virus VIH-1 para escapar del sistema inmune
utiliza como estrategia inducir una baja expresion de las moléculas HLA-A y
HLA-B en la superficie de la célula que infectan por lo que la actividad de las
células NK sobre estas células seria defectuosa [86, 87]. En contraste con esta
situacidn existe a la vez un incremento de expresion de las moléculas HLA-C y
HLA-G como mecanismo de inmunotolerancia y cuya funcionalidad esta
relacionada con la inhibicion de células efectoras, evadiendo de esta manera la
accion no solo de las células NK sino también de los linfocitos T CDS8"
consiguiendo que el sistema inmune sea incapaz de eliminar células infectadas

por el VIH-1[73, 88].

Ademas en condiciones de viremia también existe una asociacion entre el
incremento de expresion de receptores inhibidores de la citotoxicidad especificos
de HLA-C lo que conllevaria en un aumento de células que no van a reaccionar

ante una célula infectada por el virus [73, 88].

La viremia por VIH induce en las células NK diversas alteraciones tanto
fenotipicas como funcionales [88-93]. En diversos estudios se ha descrito que el
numero de células NK que expresan iNKRs (receptores NK inhibidores) esté
aumentado en individuos virémicos [90, 94-96]. Esto seria de gran relevancia
puesto que nos encontrariamos que las células NK del paciente VIH-1" no

podrian lisar ni eliminar a las células infectadas.
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Se han observado células asesinas naturales que en condiciones de alta
viremia han visto incrementada la expresion de CD94 (también conocida como
KLRDI1), ILT-2 (también denominada CD85j) y algunos otros miembros de la
familia KIR [90, 95, 97, 98]. Esto tendria un efecto perjudicial para la actividad
citolitica de las células NK y por consiguiente la imposibilidad por parte del

organismo para controlar la replicacion del propio virus.

Por otro lado también se ha descrito que el nimero de células que
expresan estos iNKRs se normalizan en situaciones de control de la viremia bajo
tratamiento, dejando claro de esta manera la importancia de la viremia en la

expresion acentuada de estos iNKRs.

En cuanto al andlisis de receptores activadores (aNKRs) en individuos que
no controlan la enfermedad son expresados en menor medida respecto a células
NK de individuos sanos. Entre ellos destacan los receptores de citotoxicidad
natural (NCRs) y NKG2A y NKG2D. Al igual que ocurria con los receptores
inhibidores la situacidon se normaliza con los receptores activadores una vez que

la replicacion se controla por tratamiento.
Proliferacion y expansion de una tercera subpoblacién CD16"*"/CD56"*

A la hora de estudiar los cambios fenotipicos observados en las células
NK en la infeccion por VIH-1 se ha demostrado que existe un descenso en el

ntimero de células de la subpoblacién NK dim de funcion citolitica en detrimento
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de una tercera subpoblacion expandida solo en estos individuos cuyo fenotipo

seria CD16"#/CD56™¢ [92, 93, 99].

Esta subpoblacion a pesar de que también aparece en otras infecciones
cronicas [100] no ha sido muy estudiada. Se cree que dicha subpoblacion ve
incrementada su porcentaje respecto al numero de NK totales debido a la pérdida
de la molécula CD56 por parte del subtipo NK dim [101]. Por otro lado también,
se ha comprobado que poseen una capacidad citolitica mas ajustada respecto al
subtipo NK dim y una secrecion de citoquinas muy baja [102]. Sin embargo a
pesar de todo, no han perdido la capacidad de secretar quimioquinas que como
hemos visto anteriormente son esenciales en control de la replicacion del virus

VIH-1 [100].
Interaccion entre células NK y células dendriticas.

Diversos estudios han hecho hincapié en la regulacion de la maduracion y
funcion de las células dendriticas por parte de las células NK, enlazando en cierta

manera la respuesta inmune innata con la respuesta adaptativa [54, 60, 103].

Se ha demostrado la capacidad de las células asesinas naturales para
eliminar de manera las células dendriticas inmaduras, sin embargo esta capacidad

se ve mermada en la infeccion por VIH-1[104].

Por otro lado se cree que cierta manera las células asesinas naturales no

solo controlarian la maduracion de las células dendriticas sino que también
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ejercerian una actividad de seleccion de aquellas células dendriticas méas Optimas

para su funcion [54, 59, 103, 105].

Ya de por si la interaccion de las células NK y DC en la patogénesis de la
infeccion es un area actualmente activa de investigacion por lo que el estudio de
las células NK en el contexto de vacuna terapéutica que utiliza las propias células
dendriticas como vector es de importancia crucial para observar la propia

viabilidad y funcionalidad que pretende dicha inmunizacién en los pacientes.
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1.6 Molécula HLLA-G

El HLA-G es una molécula que pertenece al Sistema Mayor de
Histocompatibilidad. Es clasificada como una molécula de histocompatibilidad
de clase I no clasica. Esta se caracteriza por tener un limitado polimorfismo [106]
y una distribucién tisular muy restringida [107].

Sistema Mayor de Histocompatibilidad

La discriminacién entre lo propio y lo extrafio es esencial para que el
sistema inmune elimine a cualquier patéogeno que invada al organismo una vez
que éste es reconocido como ajeno al mismo. Los linfocitos T no son capaces de
hacer este reconocimiento directamente sino que precisan de la presentacion de

los antigenos por parte de las denominadas células presentadoras.

Asi, el elemento extrafio que consigue penetrar en el organismo es
endocitado, procesado por células del sistema monocitomacrofago y expuesto en
la cara externa de la membrana plasmatica asociado a unas proteinas de
membrana llamadas Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA). Esto da lugar a la
formacion de un complejo HLA-péptido antigénico que ya si puede ser
identificado por los linfocitos T por medio de su receptor especifico (RCT) y dar

inicio a la respuesta inmune.

El sistema genético que codifica las proteinas de histocompatibilidad es el

Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) y est4 localizado en el brazo
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corto del cromosoma 6 [108, 109]. Hay varios grupos de genes dentro del CPH,

en nuestro caso son de especial interés los grupos [ y II.

Las glicoproteinas de HLA de clase I se encuentran en la membrana de
casi todas las células nucleadas y las plaquetas, estdn compuestas por una cadena
pesada alfa y una cadena ligera constante, la beta-2-microglobulina. No expresan
este HLA los hematies, el sincitiotrofoblasto ni los timocitos. Las glicoproteinas
del HLA de clase II se encuentran en la superficie de las células presentadoras de

antigenos y estan formados por una cadena alfa y otra beta.

El hecho de que los linfocitos T no reconozcan al antigeno mas que en
combinacion con moléculas HLA hace que éstas deban de poseer la cualidad de
combinarse con cualquier péptido, aunque la afinidad de esta combinacidon

dependa de la estructura del péptido y del HLA correspondiente.

El HLA de clase I se forma al ensamblarse la cadena alfa y beta-2-
microglobulina sobre un fragmento peptidico presente en el citoplasma celular y
que es imprescindible para que el ensamblaje se realice. Este péptido puede ser
un fragmento de una proteina propia o virico en una célula infectada, asi
podriamos decir que el HLA de clase I expresa antigenos procedentes del interior
de la célula. En el caso del HLA de clase II, las cadenas alfa y beta se ensamblan
independientemente del antigeno en el fagolisosoma, asi podriamos decir que
expresa antigenos procedentes del exterior de la célula. A su vez, el HLA de

clase I se divide en clasico o no cléasico. Dentro del primer grupo encontramos el
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HLA-A, el HLA-B y el HLA-C, dentro del segundo grupo estan el HLA-E, el

HLA-F y el HLA-G [110, 111].

Estructura y funcion de la molécula HLA-G

La molécula HLA-G se puede expresar en 7 isoformas diferentes de las

cuales cuatro estan unidas a membrana (G1, G2, G3 y G4) y las otras tres se

presentan en forma soluble (G5, G6,G7) [112] (Figura 1f). Entre las diferentes

isoformas, HLA-G1 y HLA-GS5 son las mas expresadas y a la vez las mas

estudiadas [113]. Sin embargo, HLA-G1 puede ser liberada también como

molécula soluble (sSHLA-G1) después de escindirse de la membrana celular. De

hecho, sHLA-G1 y HLA-G5 son consideradas las mas formas solubles mas

importantes funcionalmente [114].
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también se puede encontrar en el timo [116], cornea [117], pancreas [118] y en el
endotelio [119]. De manera ectdpica la expresion de HLA-G en membrana puede
también estar detectada en monocitos [120] y en otras células inmunitarias bajo
diversas condiciones patologicas como trasplante, tumores, enfermedades
autoinmunes e infecciones virales [113, 121].

Actualmente se acepta que la molécula HLA-G puede actuar como
inmunomodulador. Se ha demostrado que participa en la tolerancia materno-fetal
[122], tolerancia en el trasplante [123], descenso de la respuesta inmune
inflamatoria [124], viabilidad de los tumores [125] y también ayuda a las células
infectadas por virus a escapar del propio sistema inmune [126].

Entre las propiedades inmunosupresoras mas destacadas de HLA-G (tanto
de membrana como de forma soluble) se encuentran la habilidad de esta
molécula para inhibir la actividad de las CD8 y células NK [127, 128] asi como
inhibir la proliferacion de las células CD4 [129, 130] e inducir a las células T
reguladoras [131]. Estos efectos dependen de las interacciones de HLA-G con
sus receptores inhibidores especificos como son ILT-2/CD85j, ILT-4/CD85d
and KIR2DL4 (CD158d) expresado también en células inmunes [132]. Ademas
interleuquina-10 (IL-10) conocida por ser una citoquina antiinflamatoria induce
también la expresion de HLA-G [120].

Basados en estas observaciones el papel que juega HLA-G en fendmenos
antiinflamatorios y de inmunomodulacién estd adquiriendo en los ultimos afios

mas atencion.
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Ejerce un papel protector frente a la actividad litica llevada a cabo por las
células NK de la decidua uterina, protegiendo al feto de ser rechazado por la
madre y creando un estado de tolerancia [133-136] y tiene una distribucioén

tisular restringida.

Todas las isoformas inhiben la citolisis de células mononucleares de
sangre periférica mediadas por células NK [133, 134]. Més recientemente se ha
trabajado sobre la implicacion de ésta molécula en otros procesos tales como los
trasplantes, tumores, infecciones virales y determinados fenomenos

inflamatorios.

En el caso de los trasplantes, en algunos trabajos de investigacion tales
como el realizado por Lila et al [123], se ha demostrado que los enfermos
trasplantados de corazon con mayor expresion de HLA-G en las muestras de
biopsia miocardica presentaban menos frecuencia de rechazo agudo y una
ausencia total de rechazo cronico con respecto a aquellos en los que no se
expresaba dicho HLA. De modo que, consecuentemente, su expresion estaria
contribuyendo a la aceptacion del o6rgano trasplantado mediante la inhibicion de
la accion litica mediada por las células NK y los linfocitos T, asi como mediante

la supresion de la respuesta proliferativa alogénica [133, 134, 137]

En el caso de los tumores, la alteracion en los patrones de expresion de las
moléculas pertenecientes al HLA de clase [ y en concreto el HLA-G, podria ser
una de las estrategias utilizadas por las células tumorales para escapar de la

accion del sistema inmune. Asi, protegeria frente a la accién litica de las células
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NK y T que frecuentemente infiltran el tumor y evitaria la eliminacion de las
células tumorales por parte de las células efectoras [133, 138, 139]. Los tumores

mas estudiados a este respecto han sido el melanoma y los pulmones.

En el caso de los fenomenos inflamatorios, se ha demostrado asociacion
con procesos cutdneos como la psoriasis, la dermatitis atopica y las miopatias

[140].

HLA-G e infeccion por virus

Los mecanismos de defensa del hospedador son eficientes y eliminan la
mayor parte de las infecciones virales. Sin embargo, algunos virus tienen
desarrolladas multiples estrategias para subvertir al propio sistema inmune y
expandirse por el organismo [141].

Algunos de estas estrategias consisten en inducir cambios en los niveles y
distribucion de moléculas HLA de clase I clésicas y no clasicas que protegen a
las células infectadas.

Las células infectadas estan protegidas contra el ataque de las células NK
gracias a las moléculas clase I no clésicas, como el HLA-G. Esta molécula bien
expresada en la membrana de la célula infectada o bien en forma soluble tiene la
capacidad de suprimir las funciones del sistema inmune, ejerciendo una funcién
inmunosupresora [142, 143]. Esta seria la evidencia mas importante de que la
molécula HLA-G est4d implicada en una de las estrategias adoptadas por los virus

para evadir el sistema inmune.
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1.7 HLLA-G en la infeccion por VIH

La infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana se asocia con
una severa y progresiva pérdida de la funcién inmune, permitiendo asi un alto
riesgo de infecciones oportunistas y tumores. Se sabe que el propio virus protege
las células infectadas de los CTL asi como las células NK induciendo un
descenso en la expresion de moléculas clasicas (HLA-A y HLA-B) e induciendo
también un aumento en la expresion de moléculas no clasicas como HLA-G.

Desde que se demostrd que la molécula HLA-G estaba involucrada en la
progresion de la infeccion ésta ha sido extensamente estudiada. Algunos autores
incluyendo el grupo donde se ha desarrollado esta tesis, ha estudiado el papel de
esta molécula en la infeccion por VIH-1 con el objeto de entender mejor la
posible implicacion de esta molécula en la evasion del virus.

Los estudios se focalizaron en la expresion de HLA-G en monocitos y en
linfocitos. Los primeros son relevantes como reservorios y los linfocitos son los
mas susceptibles a ser infectados por el virus VIH-1. Lozano et al. [46] encontro
que la mayoria de monocitos expresaban HLA-G, fendémeno que no ocurria en
los individuos sanos.

Posteriormente se estudio la posibilidad de que esto fuera consecuencia de
la terapia antirretroviral y se comprobd que los monocitos de personas tratadas
expresaban mas HLA-G que los pacientes que no recibian TARGA [144]. Ante
esto se tratd de analizar que fairmaco podria ser el causante de dicha expresion.

Se encontrd que el NRTI era el principal contribuyente de los altos niveles de
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HLA-G [145]. Esto hecho se corroboré cuando el numero de monocitos que
expresaban HLA-G disminuyd gradualmente después de que el NRTI fuera
retirado. La causa del cambio de expresion en la superficie celular de HLA-G
estd actualmente en discusion.

Por otro lado también se comprobd que existia expresion de HLA-G en
células T CD8 [146]. Estas células CD8'HLA-G" coincidian con el fenotipo de
las células T reguladoras descritas por Feger [147].

El polimorfismo de HLA-G en la infeccion por VIH-1 también ha sido
estudiado y varios alelos de HLA-G han sido asociados con el riesgo de infeccion
por VIH-1. Por ejemplo se ha asociado a G-0105N con proteccion y a GO10108
con la susceptibilidad de padecer la infeccion [ 148, 149].

Ante esta relevancia demostrada de esta molécula HLA-G en la infeccion
por VIH-1 son esenciales nuevos estudios para conocer mejor la implicacion de
esta molécula en los fendémenos de tolerancia inmune e inmunosupresion. Siendo
observada ademas la influencia que el tratamiento TARGA induce en la
expresion de HLA-G seria necesario comprobar también como dicha molécula se
comporta ante nuevas inmunizaciones como es el caso de la vacuna terapéutica

de células dendriticas.
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1.8 Terapias del SIDA

La identificacion del entramado molecular responsable del ciclo de
reproduccion del VIH ha permitido la elaboracion de farmacos que bloquean la
actividad de enzimas virales y la entrada y salida de los virus a las células

hospedadoras.

Entre estas terapias destacan el uso de farmacos antirretrovirales, diversas
modalidades de inmunoterapia e incluso procesos de terapia génica aln

incipientes [150-152]

Antirretrovirales

Los farmacos que bloquean el ciclo vital del virus celular, han constituyen
lo que se viene en denominar Terapia Antirretroviral de Gran Actividad
(TARGA). Estos pueden actuar concretamente la entrada del virus a la célula,
bloqueando la transcripcion, integracion en el ADN y en el propio ensamblaje de
los nuevos viriones. Esta modalidad ha representado un importante avance
terapéutico que aunque no es curativa, ya que no erradica la infeccion, si
disminuyen la replicacion viral y retrasan la depresion inmunoldgica. Esto ha
permitido convertir la infeccion por VIH en una enfermedad crénica controlada.
Tienen ademas de positivo que con ellos se consigue bloquear el contagio de un
individuo a su pareja en un 90% e impedir en casi un 100% la transmision de

madre a hijo.
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Dependiendo de su mecanismo de accion sobre el ciclo vital del VIH
pueden diferenciarse varios medicamentos antirretrovirales como son los
inhibidores de la transcriptasa inversa, los inhibidores de la proteasa, inhibidores

de entrada y los inhibidores de la integrasa.
Inhibidores de la Transcriptasa Inversa

Como su propio nombre indica, estos farmacos act@ian bloqueando la
enzima que convierte el ARN del virus en ADN, por lo que de esta forma el
material genético del virus no seria traducido y el ciclo vital del virus quedaria

completamente paralizado.

Dentro de este grupo de farmacos dependiendo de la forma que en que
bloquean a la Transcriptasa Inversa pueden distinguirse tres tipos distintos como
son: los analogos de los nucledsidos (ITIAN), los no andlogos de nucledsidos
(ITINAN) y los andlogos de nucleotidos (ITIANt), siendo los ITIAN son los
farmacos antirretrovirales mas numerosos y son los mas utilizadas en las distintas

combinaciones del TARGA [153-155]
Inhibidores de la Proteasa

Este tipo de farmaco actiia sobre la enzima viral Proteasa, la cual es la
encargada del ensamblaje de las distintas partes del virus que se forman una vez
que el ARN ha sido transcrito a ADN por la enzima Transcriptasa Inversa [156,

157].

Desde sus inicios a mediados de los afios 90 estos farmacos

revolucionaron el tratamiento del VIH puesto junto con los ITI permitian atacar
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al virus en dos vias importantes de su ciclo vital por lo que los resultados que se

obtuvieron en cuanto a la replicacion del virus eran muy importantes.
Inhibidores de la entrada o de correceptores

Estos farmacos interfieren en el anclaje del virus a la célula que van a
infectar mediante la interaccion con los receptores diana que utiliza el virus para
entrar en la célula e infectarla. Un ejemplo serian los farmacos que bloquean el
receptor CCRS el cual utiliza el virus para introducirse dentro de la célula

hospedadora [158].
Inhibidores de la Integrasa

Esta clase de farmacos no estan ampliamente desarrollados. Actiian sobre
la integrasa, la cual es la responsable de la propia integracion del material
genético del virus ya transcrito a ADN por la Transcriptasa Inversa en el genoma

de la célula hospedadora.

No son ampliamente utilizados y su uso puede limitarse a determinados
pacientes que por ejemplo han desarrollado resistencias a los farmacos

anteriormente mencionados [159, 160].
Inhibidores de la maduracion

Al igual que los inhibidores de la integrasa no estan muy desarrollados. Su
mecanismo de accidon es similar a la de los inhibidores de la proteasa aunque

actiian de manera distinta y se utilizan como refuerzo de éstos.

Terapia combinada
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Actualmente se considera que el medio mdas eficaz para lograr una
supresion duradera de la replicacion del VIH es la instauracion simultanea de
combinaciones de diferentes antirretrovirales, con los que el paciente no haya
sido tratado previamente. Las actuales recomendaciones se centran en la
utilizacion de una triple terapia conteniendo 2 ITIN+1 IP. Otra modalidad de
terapia incluye 2 ITIN+1 ITINAN, ya que esto supone una alternativa para
pacientes en los que no puede administrarse un IP o que presentan una carga viral

no muy elevada.

Sin embargo, hoy sabemos que el uso de estos tratamientos tiene muchas
limitaciones. Entre ellas destacan su alta toxicidad cuando el tratamiento se
mantiene por un largo periodo de tiempo, la aparicion frecuente de resistencias
virales o la incapacidad de actuar sobre los virus contenido en forma de
reservorios en forma de provirus [161]. Todo esto hace que, aunque las terapias

antirretrovirales son esenciales en la actualidad no son una solucion definitiva.

A estas limitaciones hay que afiadir que el TARGA es necesario tomarlo
durante toda la vida, lo que desgasta la salud del paciente y, ademas, supone un
enorme gasto para el enfermo representando un esfuerzo imposible en paises en

vias de desarrollo, donde se acumula el 70% de las personas infectadas por VIH.

Estos contratiempos hacen que sea necesario y urgente por parte de la
comunidad cientifica generar nuevos remedios, entre los cuales destacan

claramente el disponer de una vacuna preventiva que evite la infeccion por VIH-
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1 o bien una vacuna terapéutica que controle la progresion de la infeccion en

pacientes ya infectados [162].

Vacuna preventivas

Desde el descubrimiento del VIH como causante del sida se esta
intentando elaborar una vacuna preventiva que ensefie al sistema inmunitario a
defenderse de este virus, al igual que ha ocurrido con la viruela, la poliomielitis

y otras muchas infecciones.

Las vacunas preventivas frente al VIH/SIDA, deben de estar disenadas
con un doble fin. Por una parte deben de ensefiar a los linfocitos B a producir
anticuerpos neutralizantes frente al virus y por otra parte que permitieran a las
células T citotoxicas especificas identificar las células infectadas por el virus y

destruirlas [163].

Esta vacuna ademas deberia ser eficaz frente a todos los subtipos de VIH y
tener como diana antigenos comunes para multiples variantes del virus [164].
También deberia evitar la transmisién de los virus tanto por via hematologica
como a través de mucosas. La realidad hoy es que debido a las caracteristicas del
VIH-1 y el escaso conocimiento sobre la inmunopatogenia de esta infeccion,
existen serias dificultades para la consecucion de una vacuna preventiva. [165,

166].

Las vacunas tradicionales se confeccionaban introduciendo los patégenos

completos atenuados para que el Sistema Inmunologico pueda producir
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anticuerpos y esté preparado para luchar contra la infeccion, una vez que ésta se
produzca de manera real [167, 168]. Este sistema es valido, siempre y cuando el

agente infeccioso no mute. Pero esto no ocurre en la malaria, la gripe o el SIDA.

Por ello en el caso del SIDA la mejor opcion podria ser el uso de
componentes aisladas del virus inyectados directamente, o bien inyectando genes

virales trasportados por otros virus inactivados (vectores).

Vacunas terapéuticas

Ante las dificultades arriba indicadas para disponer de una vacuna
preventiva frente al VIH-1 y la expectativa de que esta no existird hasta dentro de
cierto tiempo, se ha pensado en generar vacunas de tipo terapéutico. Este tipo de
vacunas complementarian a los tratamientos con antirretrovirales o incluso
podrian sustituirlos en aquellos enfermos donde su tolerancia a estos tratamientos

€S menor.

Ademds debido a que la vacuna seria mas econdmica que lo
antirretrovirales, su uso estaria indicado en aquellos enfermos con dificultad por
problemas presupuestarios. Sin duda esto representaria una gran ventaja debido a
los efectos secundarios y el alto coste de las terapias antirretrovirales usadas y
ademas podria permitir que el tratamiento con este tipo de vacunas llegase a toda

la poblacion necesitada, principalmente en el tercer mundo.

Con esta idea en mente se iniciaron los trabajos dirigidos a conseguir este
tipo de vacuna curativa en Espafia por el “Grupo Espafiol de Vacunas

Terapéuticas y Preventivas contra el SIDA" formado por clinicos, virdlogos,
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inmunologos y bidlogos moleculares procedentes de diferentes centros e

instituciones de Espafia y el apoyo de diferentes Instituciones.

Este grupo inicio, entre otras actividades, la preparacion y ensayo de una
vacuna terapéutica basada en células dendriticas autologas a las que se les

inyect6 el virus VIH inactivado por calor.
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1.9 Vacuna terapéutica basada en células dendriticas

Con la llegada de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha
disminuido significativamente la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccion
por VIH-1, incluso en aquellos pacientes afectados de patologias definitorias de
SIDA. La utilizacién del TARGA permite una supresion muy importante de la
replicacion viral, una recuperacion de la cifra de linfocitos CD4" y de las

respuestas inmunologicas de las células T frente a infecciones oportunistas.

A pesar de estos beneficios, el TARGA es incapaz de erradicar la
infeccion por VIH y de recuperar las respuestas especificas frente a este [169,
170]. De hecho, tras la retirada del TARGA se produce en todos los casos un
aumento rapido de la carga viral [171, 172], lo cual significa que para evitar la
progresiva destrucciéon del sistema inmunitario que la replicacién virica
comporta, es necesario administrar TARGA de modo indefinido para suprimir
dicha replicacion. La administraciéon de por vida de TARGA, aparte del coste
econdmico, es una opcidn clinicamente muy problematica, por los peligros que
comporta de toxicidad a medio y largo plazo y la aparicion de resistencias [173].
Ante esta situacion, se considera urgente ensayar nuevas estrategias terapéuticas

[169].

En concreto, dado que hay evidencias respaldando la hipotesis de que una
respuesta anti-VIH-1 de tipo Thl y CTL sostenidas puede conseguir un control
de la replicacion virica, actualmente se considera urgente combinar y/o alternar el

TARGA con inmunoterapias activas (vacuna terapéutica) capaces de
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restaurar/potenciar tales respuestas, para investigar si ello puede ayudar a

controlar la replicacion virica en ausencia de TARGA [169, 174].

Por otro lado, es conocida la importancia de las células NK en la
patogenia de la infeccion VIH por su accioén antiviral, debido no solo a su
capacidad citotoxica frente a células infectadas por VIH y secretora de citocinas
[175], sino también a su capacidad secretora de CC-quimiocinas, las cuales
suprimen el tropismo CCRS5 en la infeccion HIV [42]. Todo ello regulado por

receptores NK de caracter activador o inhibidor [64].

Ademas, algunos datos sugieren que las funciones presentadoras de
antigenos (APC) de las células dendriticas (DC) se encuentran alteradas en los
pacientes infectados por VIH-1 y esto podria contribuir a los defectos funcionales
observados en las respuestas helper y CTL especificas frente a VIH-1 [176-178].
Ademas, entre las funciones de las células dendriticas destaca su papel regulador
de las células NK y reciprocamente también se sabe que las células NK influyen
en la actividad de las CDs [58]. Por otra parte, se ha observado que las CD
infectadas por VIH no presentan una adecuada maduracién, lo que puede
contribuir a favorecer la supresion de las respuestas T en los pacientes [179,

180].

Por lo tanto, las CD infectadas por el VIH podrian actuar no solo como un
“caballo de Troya” transportando VIH a las células T lo que favoreceria su
infeccion, sino que también podria promover la tolerancia de las células T al

VIH, todo ello contribuiria al defecto funcional de respuestas helper y CTL
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especificas y las alteraciones funcionales y en numero de las células NK [178,

181, 182].

Células dendriticas derivadas de monocitos y su utilizacion como
adyuvante celular en inmunoterapia activa en clinica humana.

Los datos anteriores constituyen el fundamento para postular la necesidad
de intentar métodos de inmunoterapia activa eficientes para inducir una respuesta
anti-VIH-1 de células Th y CTL como un intento para poder lograr un control
inmune de la replicacion virica en ausencia de TARGA. A pesar de formas
prometedoras experimentales de vacunas terapéuticas frente a VIH-1 en animales
y de que algunas de ellas se han probado en humanos no infectados, ninguna se
ha demostrado que sea segura para ensayarla en pacientes infectados y a la vez
Optima para inducir respuesta Th y CTL anti-VIH-1 [169, 174]. En este sentido,
los conocimientos actuales indican que el uso de células dendriticas derivadas de
monocitos ex vivo como adyuvante celular natural o fisioldgico de antigenos del
VIH-1 seria la inmunoterapia activa mds potente que pueda actualmente

intentarse [183-185].

Las células dendriticas mieloides (CD) son las células procesadoras y
presentadoras de antigeno (APC) profesionales mas potentes, y unicas por su
capacidad de inducir respuestas primarias y secundarias de los linfocitos CD4" y
CDS8" in vivo e in vitro [183-186]. Una gran variedad de datos experimentales en
sistemas in vivo e in vitro han mostrado que son capaces de capturar proteinas
solubles exogenas, lisados de células tumorales, asi como virus inactivados y

células apoptoéticas infectadas por virus y presentar dichos antigenos, con una
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particular eficacia a las células T CD4 via moléculas MHC (Major
Histocompatibility Complex) de clase II, y que también los presentan a los
linfocitos T CD8" via moléculas MHC-clase 1 [183-188]. Esta capacidad de
presentar material antigénico no infectivo capturado por la via exdgena, a
linfocitos T CDS8" via moléculas MHC-clase I, depende de mecanismos no bien
conocidos que permiten el paso del antigeno desde la via endosémica al
compartimento citosolico para ser degradados por el proteosoma, lo que también

se ha denominado “presentacion cruzada™ [183-186].

Recientemente el estudio de las células dendriticas mieloides humanas y
su potencial utilizacion clinica se ha visto extraordinariamente facilitada por la
capacidad de generarlas a partir de monocitos, mediante un simple cultivo de 7-8
dias en presencia de IL-4 y GM-CSF [189, 190]. Existe una gran variedad de
datos sobre la eficacia de las células dendriticas en sistema experimentales para
inducir inmunidad frente a tumores, y se estd llevando a cabo una intensisima
investigacion para utilizarlas combinadas con procedimientos de modificacion
génica mediante vectores viricos para que expresen determinados antigenos
tumorales y/o citocinas promotoras de respuestas Thl y CTL [191-193]. Existe
igualmente una gran cantidad de estudios experimentales acerca de la gran
potencia de las células dendriticas autdlogas pulsadas ex vivo para inducir
respuesta de células T in vivo frente a patdogenos intracelulares, incluidos virus

inactivados y bacterias muertas [194, 195].
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Actualmente la obtencion de las células dendriticas derivadas de
monocitos (CD-DM) ex vivo para su utilizacion en clinica humana puede hacerse
en condiciones GMP de modo relativamente facil, como se comprueba en
estudios in vitro realizados en los ultimos afios y como otros han descrito [196-
198]. Hay ademas, dos estudios recientes en individuos no infectados a los que se
administr6 las CD-DM generadas y pulsadas ex vivo con toxoide tetanico, KLH
y una proteina del virus de la gripe por inyeccion subcutanea (1-4
millones/inyeccion en 0’2 ml) [194]. Estos estudios han demostrado por primera
vez: a) la potencia de una simple inmunizacién con CD-DM para conseguir una
rapida expansion de la inmunidad de células Th y CTL en personas sanas frente a
antigenos exdgenos, y su mayor potenciacion con una dosis de recuerdo; b) la
ausencia de toxicidad y efectos secundarios de este procedimiento; c¢) la
factibilidad y eficacia de una simple inyeccidén cutdnea en la parte externa del
brazo, sin necesidad de procedimientos agresivos como infusién de grandes
numeros de células por via endovenosa o inyeccion intranodal, como se ha hecho

en pacientes con neoplasias.

Los datos anteriores indican que la administracion subcutanea de CD-DM
generadas y pulsadas ex vivo con antigenos microbianos es factible y no conlleva
efectos adversos ni indeseables en individuos normales y por tanto apoya el uso
de este procedimiento para inducir respuesta adaptativa e innata frente al VIH-1.
Como ya se ha mencionado previamente algunos datos sugieren que las
funciones presentadoras de antigenos estan alteradas en pacientes infectados por

VIH [176-178] y que el VIH-1 se une a las células dendriticas lo que aumentaria
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su infectividad ya que las células T se infectarian cuando se produce la
presentacion antigénica [199]. Estos datos explicarian los defectos funcionales de
las células colaboradoras o helper y CTL en los individuos infectados por VIH-1.
Una vacuna terapéutica con células dendriticas autdlogas generadas ex vivo y
pulsadas con virus inactivados podria servir para solventar tales problemas, ya
que permitiria a las células dendriticas presentar los antigenos VIH-1 en ausencia
de virus infecciosos. Estudios previos del grupo del Hospital Clinic y otros
grupos realizados in vitro indican que CD derivadas de monocitos de sangre
periférica no estan infectados [200] y que en este tipo de pacientes el
rendimiento y caracteristicas funcionales y fenotipicas de las CD-DM son
indistinguibles de los individuos normales, y que muestran una potente capacidad
para inducir respuesta de células T CD4 y CDS8 en dichos enfermos,

particularmente de células T CD4 [201-205].

Por todo lo anterior, se puede concluir que los estudios que mejor
demuestran la capacidad de una vacuna terapéutica de incrementar la inmunidad
especifica de forma eficaz para el control de la replicacion viral ha sido la

utilizacion de una vacuna de células dendriticas (CD).

Los resultados obtenidos hasta ahora por el grupo DCV2/MANONO07-
ORVACS son los primeros resultados sobre este tipo de vacunas en pacientes
infectados por VIH. Aunque son los resultados en vacunas terapéuticas mas

prometedores hasta la fecha, sélo significan el comienzo de una linea de
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investigacion que puede ser puede ser muy fructifera, tanto desde el punto de

vista patogénico como clinico.
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1.10 Vacuna terapéutica CD-DM: Efecto sobre la respuesta
adaptativa v ausencia de estudios sobre la respuesta innata.

Ante los antecedes muy positivos relacionados con las terapias de células
dendriticas derivadas de monocitos (CD-DM), el grupo DCV2/MANONO07-
ORVACS disend una vacuna terapéutica basada en la administracion de células
dendriticas aut6logas pulsadas con virus VIH inactivado por calor.

Los primeros resultados sobre esta vacuna de células dendriticas fueron
publicados en la revista Journal of Infectious Diseases [206] y en ellos se
muestran la influencia que dicha inmunizacion ejerce sobre pardmetros
importantes como son la carga viral y la respuesta especifica al virus VIH-1.
Ambos parametros fueron comparados entre los pacientes que recibieron
inmunizaciones con la vacuna y los pacientes que sélo recibieron placebo que
consistié en administrar a estos pacientes células dendriticas sin pulsar.

Cambios en la carga viral después de las inmunizaciones

Al comparar los valores obtenidos de carga viral de cada uno de los
pacientes en ambos grupos se observd que aquellos pacientes que recibieron las
inmunizaciones vieron disminuida su carga viral en plasma desde de 0.23 a 0.31
logl0 RNA copias/mL. Por el contario los pacientes que recibieron el placebo

vieron aumentada esta carga viral desde 0.10 a 0.34 (Figura 1).



1. Introduccion

Mario Frias Casas

A l 1 1 & DC-Control

#- DC-HIvVA

AlLog 10 PVL (copiesiml)

'a"" L] L T T L T L] L T L] T n
0 4 B 12 16 20 24 28 3@ 236 40 44 48
WEEKS
DC-Contreol 12 12 12 12 11 11 1 9
DC-HIWV-1 10 10 10 10 8 8 8 T

Figura 1g. Cambios de la carga viral en plasima durante la irmmizacion con
células dendriticas pulsadas con VIH-1. Las flechas represemtan las
vacunaciones. En la samana 16, 24 v 48 se nmestran mavyores diferencias
entre los pacientes vacunades v placebo..

Cambios en la respuesta VIH-1 especifica después de las inmunizaciones

Después de las vacunaciones el incremento de la respuesta T-especifica en
el grupo inmunizado comparado con el grupo control fue mayor en la mayoria de
las semanas posteriores a la vacunacion con células dendriticas. Ademas el
incremento de la respuesta T-especifica fue inversamente correlacionado con el

descenso de la carga viral en los pacientes vacunados. (Figure 2)
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Fgura 1h. Comelacion entre el incremerto de la respuesta T-egpecifica con el
mncremento de la carga viral en plasma en ambos grupos del estudio. DC-Control:
pacientes placebo vs. DC-HIV-1: pacientes immunizados.
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Estos resultados demuestran que dicha vacuna fue factible, segura y bien
tolerada y aunque los cambios en la carga viral son pequefios dichos cambios
fueron mantenidos desde gran parte de la duracién del seguimiento de 48
semanas. Ademas dicho descenso de la carga viral tiende a ser inversamente
correlacionado con un modesto incremento de la respuesta T-especifica.

Justificacion para analizar el efecto de la vacuna CD-DM sobre la
respuesta inmune innata

Si bien respecto a la respuesta adaptativa se han encontrado resultados
positivos en la administracion de esta vacuna seria de vital importancia estudiar
la posible influencia que tendria dicha inmunizacidén en una pieza esencial la
respuesta inmune innata como serian las células NK.

Ademas, hasta ahora, no s6lo en el estudio de esta vacuna, sino que
tampoco en los trabajos publicados referentes a otras vacunas terapéuticas para
VIH-1 no se han estudiado las células NK a pesar de que como decimos son parte
fundamental de la defensa frente a infecciones virales como parte de la respuesta
innata y como brazo ejecutor de la activacion de la respuesta adaptativa ya que
existe una importante interaccion entre las células NK y las propias células

dendriticas.
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Objetivo principal

La respuesta inmune innata no ha sido estudiada con anterioridad en los
protocolos de vacunas, a pesar de que existe una clara participaciéon de esta
respuesta inmune en la defensa frente al virus VIH. Por ello el objetivo principal

ha sido:

e Comprobar si la vacuna terapéutica de células dendriticas autologas
derivadas de monocitos pulsadas con virus VIH-1 autélogo induce
variaciones en la respuesta inmune innata, analizada a través de las células

NK, sus receptores y la molécula HLA-G.

Objetivos concretos

Analizar los cambios:

e en la distribucion de las subpoblaciones NK (CD56dim, CD56™e
CD56"®) de los pacientes que han recibido la vacuna terapéutica frente al

VIH.

e en la expresion de receptores en células NK especificos de moléculas
HLA (CD94-NKG2A, CD94-NKG2C e ILT-2/CD85j) en los pacientes

que han recibido la vacuna terapéutica frente al VIH.

e En los niveles de la molécula HLA-G soluble en plasma entre los

pacientes que recibieron la vacuna.






3. Pacientes, Materiales

y Métodos






3. Materiales y métodos

Mario Frias Casas

3.1 Pacientes vy diseno del estudio

Fueron reclutados para el estudio 22 pacientes (12 placebo y 10
vacunados) VIH-1" crénicos procedentes de la Unidad de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Clinic (Barcelona, Espana) y que no habian recibido
ningn tratamiento antirretroviral en al menos dos afios. Todos poseen un
recuento basal de linfocitos T CD4" por encima de 450/uL (linfocitos T nadir por
encima de 350 copias/ uL) y una carga viral plasmatica (CVP) por encima de
10.000 copias ARN VIH/mL. Se excluyeron los pacientes que tuvieran algun

sintoma de la categoria B o C de la clasificacion de los CDC de 1993.

Los pacientes fueron seleccionados aleatoriamente para recibir a ciegas
tres vacunas, en intervalos de 2 semanas, con un minimo de 8 x 10° células
dendriticas derivadas de monocitos (CD-DM) pulsadas con virus autologo
inactivado por calor (109 copias/dosis) exceptuando a los pacientes placebo que
recibian la misma vacuna pero con las CD-DM sin pulsar. Las muestras de
sangre se obtuvieron en las semanas -2, -1, 1, 3, 16, 24 y 48 para las
determinaciones inmunoldgicas referentes a las células NK y sus receptores
reguladores de la citotoxicidad (Figura 3a). La semana -1 se considerd siempre
como punto basal exceptuando en aquellos pacientes que no poseian muestras de
esa semana en los que se tom6 como punto basal la semana -2. Los objetivos y
otros aspectos del estudio fueron explicados a los pacientes en detalle, y todos

dieron por escrito su consentimiento informado antes de participar en el mismo.
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El estudio fue aprobado por la junta de revision ética institucional del Hospital

Clinic de Barcelona y por las autoridades reguladoras espafiolas.

Tiempo del seguimiento = 48 semanas desde que se inicia la
inmunizacion
1= 2803
inmunizaciones de
CD-DM

R
Semanas
Basales (1,-2) e

0 2 4 6 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

(R T 1 !

Muestras analizadas

Semanas —2,—1, 1, 3, 163 2‘4, 48

Figura 3a: Esquema representativo del disefio del estudio detallando las semanas de
inmunizacion, las semanas de duracion del seguimiento y las semanas analizadas.
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3.2 Metodologia

Aislamiento y congelacion de Leucocitos de la sangre periférica.

Células mononucleares de sangre periférica

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) fueron aisladas
de muestras de 150 ml de sangre venosa con EDTA mediante centrifugacion
estandar por gradiente de Ficoll en los 23 pacientes VIH-1. Las células fueron
congeladas a -80 ° C durante una semana y posteriormente criopreservadas en
nitrogeno liquido a -200 ° C para su transporte y procesamiento. Las PBMC
criopreservadas se descongelaron y lavaron con PBS suplementado con albimina
de suero bovino al 1% y 2 mM EDTA (tampon FACS). Nuestro laboratorio

recibio muestras de PBMC de las semanas -2,-1, 3, 16, 24 y 48.

Muestras de plasma

La sangre total se recogio en tubos EDTA de los cuales se obtuvo el
plasma centrifugando a 1800 rpm recogiendo la fraccion soluble. Posteriormente
se almacenaron en criotubos a una temperatura de -80° C. A nuestro laboratorio

les fueron asignadas las muestras de plasma de las semanas -1, 16 y 24.

Analisis de las células NK por citometria de flujo

Para la adquisicion de las células NK se utilizd6 un citometro de flujo

FACScalibur (Becton Dickinson) de 4 colores, calibrando los distintos
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parametros con fluoroesferas para calibracion (Calli-Brite Beads Becton
Dickinson) segun el programa Facs comp. 4.0.

Para los ensayos de inmunofluorescencia, las células mononucleares
previamente aisladas fueron incubadas con los anticuerpos monoclonales a 4°C
en oscuridad durante 20 minutos. Las muestras se lavaron con 1 ml de PBS
estéril (1500rpm 5 minutos), se resuspendieron en 500ul de Facs Flow y se
fijaron con paraformaldehido al 4%. En todos los casos, controles de isotipo se
incluyeron en los experimentos.

Panel de anticuerpos monoclonales

El panel de anticuerpos utilizado en el ensayo de inmunofluorescencia
estaba compuesto por cuatro tubos cuya combinacion de anticuerpos se
distribuy6 de la siguiente manera:

1) Controles isotipo: (FITC') + (PE?) + (PerCp’) + (APC?)
2) CD9%4 (FITC) + NKG2A (PE) + CD3 (PerCp) + CD56 (APC)
3) CD%4 (FITC) + NKG2C (PE) + CD3 (PerCp) + CD56 (APC)

4) CDI16 (FITC) + CD85j (PE) + CD4 (PerCp) + CD56 (APC)

! Fluorescein isothiocyanate
g Phycoerythrin
* Peridinin chlorophyll

N Allophycocyanin
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Delimitacion de la region linfocitaria

Una vez marcadas las células se adquirieron unas 50000 células por tubo
por el citometro de flujo FACScalibur y se seleccionaron los linfocitos de sangre

periférica segun los parametros de tamafo y complejidad (Figura 3b).
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Figura 3b: Grafico que nmestra como se selecciona la region de
linfocitos de sangre penfénca segim tamafio v complejidad celular

Determinacion de subpoblaciones NK

Las subpoblaciones de células NK fueron definidas en funcion de la
expresion de los marcadores de superficie CD3, CD16 y CD56. En primer lugar
con los linfocitos seleccionados segun tamafio y complejidad se seleccionaron las

células CD3™* mediante un histograma (Figura 3c).
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Figura 3c: Histograma que representa el porcentaje de
células CD3%E(R2)

Una vez seleccionadas las células CD3"® se pas6 a determinar cada una de

las subpoblaciones NK.

Las células CD56""€" se clasificaron como CD3"¢ CD16"¥"*¢CD56™"", la
subpoblacion NK CD56"™ como CD3™*CDI6"*CD56" y por ultimo se

consider6 como NK CD56™* aquellas que poseian un fenotipo

CD3™*CD16**CD56™¢ (Figura 3d).
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Determinacion de la expresion de receptores NK

A continuacion se midié el porcentaje de células que expresan receptores
reguladores de la citotoxicidad ILT-2/CD85j (Figura 3e), y los dimeros CD94-

NKG2A y CD94-NKG2C (Figura 3f).

Estas mediciones se hicieron en cada una de subpoblaciones de células

NK determinadas previamente.
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Para los tubos 2 y 3 no se pudo determinar la expresiéon de los dimeros
CD94-NKG2A y CD94-NKG2C en la subpoblacion CD56™* debido a la

imposibilidad de utilizar mas de 4 colores en el citdometro.
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Controles isotipicos

En todas las mediciones realizadas para cada paciente se realizaron
controles isotipicos (Figura 3g). La finalidad de estos controles isotipicos no es
otra que evitar el posible sesgo que puede existir en cuanto a las posibles uniones

inespecificas de cada uno de los anticuerpos utilizados en el estudio.

3w B w4

Figura 3g- Histogramas obterndos de cadauno delos controlesisotipicos de cada color que se
hanutilizado en el estudio donde: (13 FITC, (2)PE, (3) ParCP v (4) APC.

Software de analisis

Los datos de citometria de flujo fueron procesados utilizando el software
Cell Quest (Becton Dickinson, San José, CA, EE.UU.). Todos los resultados
obtenidos de este analisis, relacionado con las subpoblaciones celulares y sus

receptores, se expresan como porcentajes.

Cuantificacion de la molécula soluble HLA-G

La cuantificacion de HLA-G soluble se realiz6 mediante ELISA en una
placa de 96 pocillos previamente marcada con el anticuerpo MEMG-9, el cual

reconoce las isoformas solubles de HLA-G como son G1 y G5. Para el disefio de
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la curva de calibracion se reconstituyd la proteina standard en una soluciéon de

stock de la que posteriormente se realizaron sucesivas diluciones (Tabla 3a).

Volumen del Tampon dilucion Concentracion
Standard
Solacion Stock - 6250 Uml
100 pl Stock 400 pl 1250 U/ml
250 plde 1250 Uml 250l 62,530 Uiml
250 plde 62 30 Uiml 250l 3125 Uml
230 plde31.25 Uiml 230 pl 15,63 U/ml
230 plde 13,63 Uiml 230 pl 721 U'ml
250plde 7,81 Uiml 230 pl 3091 Uiml
Tabla 3a: 8e nmestran las diluciones de la solucion stock para el dizefio
dela curva standard.

Estudio estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 a través del software estadistico IBM
SPSS (version 18.0.0). Se utilizo el test Kolmogonov-Sminorv para comprobar la
normalidad de las variables. En el caso de variables con distribucion normal se
compararon con el test T de Student. Cuando las variables no presentaban una
distribucion se compararon con el test no paramétrico de U de Mann-Whitney.

Un valor de p < 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
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3.3 Materiales

Soluciones

Tampon fosfato salino pH 7.3 (Phosphate buffer saline; PBS)
Solucién de lavado Facs Flow (Becton Dickinson) utilizada para la
adquisicion de las muestras por citometria de flujo.

Solucion fijadora: Paraformaldehido (Sigma) diluida al 1 % en PBS.

Controles de fluorescencia

Control isotipo IgG2a de raton conjugado con FITC/PE
Control isotipo IgG2a de raton conjugado con PerCP

Control isotipo IgG1 de ratdn conjugado con APC

Anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromo

Anticuerpos para determinacion de subpoblaciones NK: anti-CD3-PerCP
(clon SK7), anti-CD16-FITC (3G8 clon) y anti-CD56-APC (B159 clon),

todos ellos obtenidos de Becton Dickinson (San Jose, CA, EE.UU.)

Anticuerpos para determinacion de receptores NK: anti-CD85j-PE
(GHI/75 clon), anti-CD94-FITC (clon HP-3D9) obtenidos de Becton
Dickinson (San Jose, CA, EE.UU.) y anti-NKG2A -PE (clon 131 411),
anti-NKG2C-PE (clon 134 591) obtenidos de R & D Systems, Inc.

(Minneapolis, EE.UU.).

Placa ELISA
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- Placa de 96 pocillos (RD194070100R) tipo sandwich para Ia
cuantificacion de HLA-G soluble. Anticuerpo: MEM G-9. (Exbio,

Praga, Rep.Checa).
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3.4 Creacion de la vacuna terapéutica de células dendriticas

autologas en el Hospital Clinic.

Preparacion del virus autologo pulsado en MD-DC autdlogas

Se prepar6 un stock de virus VIH-1 autologos inactivados para cada
paciente segun las buenas practicas de fabricaciéon (GMP) y cumpliendo con las
especificaciones predeterminadas en el expediente de investigacion de productos

médicos (IMPD).

La principal cepa de cada paciente se obtuvo por co-cultivo alogénico de
células CD4"” enriquecido con células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) tanto de individuos infectados por VIH-1 como de donantes sanos

durante 21 dias en X-Vivo 20 media, 10% de AB suero humano e IL-2.

El virus presente en el sobrenadante del cultivo fue recogido e inactivado
por calor dos veces a 56°C durante 30 minutos. Este fue concentrado por
ultrafiltracion a un volumen final de 1 mL, para posteriormente alicuotarlo en 0,2
mL 5 veces para su posterior almacenamiento en frio (-80°C) antes de proceder a

la pulsacion de las CD-DM.

La reduccion de la infectividad del VIH-1 después de la inactivacion
térmica se evalud por titulacion viral en cultivos de células PBMC durante 11
dias. Esta infectividad fue determinada por ELISA mediante la deteccion del
antigeno p24 de VIH-1. Se mostré una alta reduccion de la infectividad después

de la inactivacion por calor.
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Generacion ex-vivo de células dendriticas derivadas de monocitos (CD-

DM)

Las CD-DM se generaron frescas sin criopreservacion. Para su obtencion,
una semana antes de cada vacunacion, se parti6 de monocitos presentes en las
PBMC de una muestra de 150 ml de sangre venosa extraida con anticoagulante
fisiologico de banco de sangre. Las PBMC se obtuvieron por gradiente standard
de Ficoll. Para aislar los monocitos por adherencia al plastico, las PBMC
resuspendidas (4 millones/ml) en medio de cultivo libre de suero GMP
suplementado con 1 % de suero autdlogo inactivado, se dispensaron (10 ml) en
frascos (de 50 ml) de cultivo celular de poliestireno apirogénico con tapén de
cierre total, provisto de filtro para esterilizar el aire, y se incubaron en posicion
horizontal durante 2 horas a 37 °C en incubador de cultivos celulares. La capa de
monocitos adheridos al fondo se lavaron (2x) cuidadosamente con agitacion
suave por rotacion horizontal con medio de cultivo GMP pre-calentado a 37 °C
para eliminar linfocitos contaminantes residuales. A continuacion, para inducir la
diferenciacion de los monocitos hacia CD inmaduras, se anadio al frasco con los
monocitos adheridos en su fondo, 10 ml de medio de cultivo GMP suplementado
con un 1% de suero autdlogo inactivado, 1 microM de AZT (para impedir la
posibilidad de replicacion del VIH presente en los monocitos) y las citocinas
humanas recombinantes GM-CSF e IL-4 (1000 Ul/ml de cada una) , asi como
Gentamicina (50 microg/ml) y Fungizone (2,5 microg/ml), y se cultivé en

posicion horizontal durante cinco dias en un incubador de cultivos celulares
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(37°C, en atmosfera himeda y aire con 5% de CO2). Tras 5 dias de cultivo, los
monocitos se han convertido ya en células dendriticas (CD) inmaduras que se
caracterizan por ser de tamafo muy superior al de los monocitos, flotar
ligeramente en el medio y presentar caracteristicas morfologicas e
inmunofenotipicas de células dendriticas. Estas CD-DM inmaduras de 5 dias son
especialistas en la captura de antigeno y estdn en condiciones de ser pulsadas con

el VIH.

Pulsado de las CD-DM inmaduras autélogas con el VIH-1 autologo
inactivado y su maduracion y administracion por via subdérmica al

paciente

Para cada vacunacion, se utilizaron como minimo 1,2 x 107 CD-DM
inmaduras. Estas se lavaran (2x) en medio GMP y se resuspenderan en 1 ml de
medio GMP completo que contendra la alicuota de VIH-1 autologo inactivado
(109 viriones/vacuna) asi como GM-CSF+ IL-4 (1000UI/ml de cada una), y tras
agitacion suave se mantuvo en incubador de cultivo de tejidos 3 horas, momento
en que se afiadid al cultivo un coctel de citocinas humanas recombinantes (TNF-
alfa+IL-6+11-1) inductoras de la maduracion de las CD-DM obtenidas en
condiciones GMP (CellGro-cellGenix), y el cultivo se prolongd hasta las 40
horas. Posteriormente las CD-DM se lavaron con medio de cultivo GMP y se
resuspendieron en 0.4 ml de suero salino fisiolégico farmacéutico suplementado

con 1% de suero autdlogo inactivado y libre de VIH-1. Posteriormente se
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cargaron en dos jeringuillas de insulina (0,2 ml con 0,5x107/jeringuilla), e

inmediatamente se administrd al paciente en sendas inyecciones subdérmicas.
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4.1 Distribucion de las subpoblaciones NK

En primer lugar se determind el porcentaje de cada una de las
subpoblaciones de células NK en los pacientes incluidos en el estudio en cada
uno de los puntos del seguimiento (semana basales y semanas 1, 3, 16, 24 y 48).
Se tomdé como punto basal a la semana -1 (semana previa a la primera
inmunizacién) o en su defecto se tomd la semana -2. Mediante citometria de flujo
(Figura 3d) y en funcién de la expresion de los marcadores CD16 y CD56 se
distinguieron tres subclases de células NK: CD16"CD56“™, CD16'CD56™¢",

CD16'CD56"™%. (Ver 8.Anexo de tablas)

Una vez realizadas las determinaciones por citometria se procedio a
analizar los porcentajes de cada subpoblaciéon NK en cada uno de los puntos de
seguimiento comparandolo posteriormente con el punto basal mediante el calculo
del porcentaje de cambio o incremento. Este porcentaje de cambio se calcula
restando el porcentaje de las semanas basales antes de la vacuna al porcentaje de
cada una de las semanas de seguimiento. (Ejemplo; Semana Basal: 74%, Semana

1: 24%, A % cambio en Semana 1= 24-74 = -50%)).

De esta forma para ver las posibles diferencias en cuanto a la distribucién
de las subpoblaciones de células NK como consecuencia de la inmunizacion con
la vacuna se compar6 la mediana de los porcentajes de cambio entre los pacientes

que recibieron placebo y los que recibieron vacuna (Tabla 4.a).
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Porcentaje de cambio de las Subpoblaciones NK
NK CD56%m NK CD5gbrizht NEK CD56m2

Semana | P | Placebe | Vacuna P | Placebe | Vacuna P | Placebo | Vacuna

1 0.83 1.71 -4.10 0.13 0.08 0.0% 033 -3.93 434

3 0.14 -T.87 0.08 096 007 0.02 0.66 244 099

16 0.56 3.06 -1.83 067 0.06 027 0.89 0.54 222

24 0.04 249 -1864 | 0.87 0.03 -0.24 0.03 275 10.62

42 0.49 .84 -1372 | 0.82 -1.11 -0.04 0.69 6.87 10.80
Tabla 4a: Tabla que refleja el porcentaje de mcremento de cada 1ma de las subpoblaciones NE de los
pacientes inchndos en el estudio. Los walores corresponden a la mediana del cambio en cada semana
para cada grupo. (Flacebon=12, Vamma n=10)

Niveles de la subpoblacién CD56™

Se observdé una tendencia decreciente de los pacientes vacunados.
Exceptuando la semana 3, en el resto, los pacientes vacunados tienen un

incremento negativo de esta subpoblacion (Figura 4a).
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Figura 4a: Figura que muestra el porcerntaje de cambio en cuarnto a la distribucion de la
subpoblacion CD56%% en los pacientes placebo v en los vacumados. Se observa un incremento
estadisticarmernte significativo enla Semana 24 de seguimiento (p=0.03).
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Dicha deferencia se hace estadisticamente significativa (p=0,04) en la

semana 24 del seguimiento.
Niveles en la subpoblacién CD56""

’ ight . . . .
Para las células CD56™#™ no se obtuvieron diferencias siendo

practicamente similar el porcentaje de cambio durante todo el seguimiento en

ambos grupos del estudio. (Figura 4b).
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Figura 4b: Se mmiestra el incremento porcentual de la distribucion de la subpoblacion CD36M31 ap

loz pacientes placebo v en los vaounados. No se cbserva ningima diferencia estadisticamente
significativa mi cambios resefiables.

Niveles en la subpoblacion CD56"*

En el caso de los niveles de la subpoblaciéon CD56"* se observa que los

cambios son significativamente mayores (p= 0,003) en pacientes inmunizados en
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la semana 24 al igual que ocurria en la subpoblacion CD56"™ (Tabla 4a). Si bien
en las primeras semanas el porcentaje de esta subpoblacion es similar, a partir de
la semana 24 empiezan a existir diferencias entre ambos grupos manteniéndose

dicha diferencia hasta el ultimo punto del seguimiento (semana 48) (Figura 4c).

=@ Placebo
=8 Vacuna
12
|
8
¥4
e
2
= 0
o
=
= -4
-8
-12
D 4 § 12 16 20 24 28 32 36 40 44 458
Semanas
placsbo 12 12 11 11 11 9
vacuna 10 9 10 10 14 7
Figura 4c: Distribucion de las células CD36™E en los pacientes placebo v vacunadoes a lo largo del
seguirniento. 3e observa un descenso desde la semana 24 hasta el final del seguimiento (p=0.03)




4. Resultados

Mario Frias Casas

4.2 Expresion de receptores especificos de HLLA en células NK

Al igual que en el caso de la determinacion de las subpoblaciones, los
receptores de células NK se midieron mediante citometria de flujo. Se comprobo
el porcentaje de cambio de células NK que expresan ILT-2/CD85j, CD94-
NKG2A y CD94-NKG2C desde la semana 1 hasta la semana 48 momento en el
que finaliza el seguimiento (Tabla 4b). En el caso de estos dos ultimos, al ser un
dimero no disponiamos de canales suficientes en el citdbmetro para conocer la

expresion de estos en la subpoblacion CD16 CD56".

Porcentaje de cambio de los receptores NK
NK CD56%m NK CD5gbrizht NK CD35gnes

Sem P Placebo | Vacuna P Placebo | Vacuna P Placebo | Vacuna
ana

51 | 0.04 | -198* | 263 | 0.04 | -0.74% | -6.19% [ 070 | -1.84 | 468
CDBSIILTZ [ g3 |09 | 457 | -847 001 | -1.07* | 625 | 049 | 603 | -7.55
516 | 0.01 | 1.03= [-10.16% [ 0001 | 050% | 545 [021 | 227 | -1245
524 (010 -328 [ -1330 [006 | -199 | 5.10* [096 | 207 | -16.14
S48 [0.11| 604 | -1554 [0.05 | -0.82* | -5.97* [ 001 | -1035 | -829
81 | 0.04 | 1098* | 027* [047 | 197 | 180
CD34- 53 (016 273 | 034 [046 | 247 | 406

NEGIA 516 [043 | 242 | 080 | 043 | 1517 | 212
524 |034| 342 | 203 |006| 373 | 838
543 | 043 | 640 | 181 | 087 | 555 | -1460
S1 |022| 375 | -106 |019 | 368 | 422
CDe4- 83 [100] 179 | 182 |065| 037 | 084
NRGIC Foig [070| 253 | 201 |03 | 177 | 3.13
524 [026| -135 | 318 |074| 235 | -149
543 [085| 120 | 404 | 083 | 369 | 088

Tabla 4b: Porcentaje de expresion de los receptores NE durante todo el seguimiento en cada
una de las subpoblaciones existentes. Los valores comresponden a la mediana del incremento
en cada semana para cada grupo. (Flacebon=12 Vacima n=10)
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Expresion del receptor CD94-NKG2A

Una vez calculados los porcentajes de expresion de este receptor en las
células CD56"™ observamos en la Semana 1 justo después de la primera
inmunizacién una diferencia estadisticamente significativa (p=0,04). Es llamativo
como precisamente en esta semana los pacientes vacunados presentaban un
incremento negativo de células CD56"™ que expresan este receptor dimero
inhibidor (Figura 4d). En las semanas posteriores no se observan cambios en la

expresion de este receptor en ambos grupos, vacunados y placebo.
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Figura 4d: Cambio en el porcertaje de células CD36%T que expresan el
receptor inhibider CDO4.-NEGIA en la prnmem seamana de
seguirniento.

Cuando estudiamos las diferencias de expresion del dimero CD94-
NKG2A en células CD56™€" a pesar de que no encontramos ninguna diferencia

estadisticamente significativa observamos como en las semanas 1, 3 y 48 los
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6bright

pacientes vacunados tenian menos células CDS5 que expresaban dicho

dimero. (Tabla 4b)
Expresion del receptor CD94-NKG2C

En el caso de este dimero y receptor activador de las células NK no se
encontraron diferencias de expresion del mismo en ninguna de las
subpoblaciones estudiadas, se encontrd el mismo porcentaje de cambio tanto en

los pacientes placebo como en los inmunizados.
Expresion del receptor ILT-2/CD85j

Cuando se estudid la expresion del receptor ILT-2/CD85) en NK se

encontraron diferencias tanto en la subpoblacion CD56"™ como en la
., ight : :
subpoblacion CD56™¢" en pacientes vacunados cuando comparamos dicha

expresion con el placebo.

En el caso de las células CD56"™, se produce un descenso en el porcentaje
de células que expresan ILT-2/CD85j en pacientes vacunados que es
estadisticamente significativo en las Semanas 1 (p=0,04) y 16 (p=0,017) al

compararlo con el porcentaje de los individuos placebo (Figura 4e y Tabla 4b).
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A pesar de que solo en esas semanas mencionadas encontramos
diferencias significativas, a lo largo de todo el seguimiento los pacientes

vacunados poseen un porcentaje menor de células que expresan el recetor ILT-

2/CD85i.
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Figura 4e: La linea de tendencia refleja el porcentaje de cambio de la expresion de ILT-2/CDE3j
en la subpoblacién CD36YT en ambos grupos del estudio. En todos los pimtos analizados el
porcentaje de cambio decrece en los pacientes vaomados v ose hace estadisticarnente
significativo enlas semanas 1 v 16 (p=0,04 v p=0,01 respectivamernte)

En lo que se refiere a la subpoblacién CD56™¢™ y al igual que pasaba con
la subpoblacion CD56%™ la expresion del receptor ILT-2/CD85j decrece en

pacientes inmunizados a lo largo de todo el seguimiento.
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Dicha diferencia es estadisticamente significativa en las semanas 1, 3, 16 y

48 del seguimiento (p = 0,004, p = 0.01, p = 0,009 y p = 0,05 respectivamente)

(Figura 4f y Tabla 4b).
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Figura 4f: El porcentaje de incremento de la expresion de ILT-2/CDE5j en la subpoblacion
CD36"2 en armbos grupos del estudio. La linea de tendencia nos nuestra come en todos los
puntos se observa un descenso en el porcentaje de células CD36MMRICDES]™ en los pacientes
vacunados enrelacion conlosplacebo.

Por el contrario no se observaron cambios significativos de este receptor

en la subpoblacion de células CD56™

, sin embargo como en el caso de las
subpoblaciones NK vistas anteriormente los pacientes vacunados expresan

menos ILT-2/CD85j en esta subpoblacion desde que se inicia la inmunizacion

con cé¢lulas dendriticas (Figura 4g y Tabla 4b).
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Figura 4g: Ia linea de tendencia refleja el porcentaje de cambio de la expresion de ILT-2/CDE5
en la subpoblacion CD36%%E en ambos grupos del estudio. Apesar de que no existe ningin purto
estadisticamente zignificative el porcertaje de células CD36 que expresan CDE83j decrece
respecto ala semanabasal enlos pacientes vacimados.

Finalmente, cuando enfrentamos el cambio de la carga viral en plasma con

la expresion del receptor ILT-2/CD85j en las células CD56™" (Figura 4h),

i f

arga viral en plasma (copias/ml)
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Figura 4l Comelacion positiva entre el cambio de la carga wviral en plasma v el
porcentaje de cambio de céhilas CDIEMECDEFH* en la semana 48 de seguimiento
(p=0.013, R=0.89).
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observamos que existe una leve correlacion positiva de ambos factores en la

Semana 48 del seguimiento (p=0,015, R=0.89).
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4.3 Concentracion de HLLA-G soluble

Al igual que se realiz6 con la determinaciéon de los porcentajes de
expresion de los distintos marcadores celulares y receptores mediante citometria,
en el caso de la determinacion de la concentraciéon de HLA-G soluble en plasma,
se calcul6 el incremento de esta concentracion restando los niveles (ng/mL) de
esta molécula en la Semana 16 y 24 de seguimiento a los niveles de sHLA-G en
la Semana Basal. Se utiliz6 como punto basal a la Semana -1 o en su defecto

Semana -2.

Cuando se compar6 la mediana de la concentracion sHLA-G antes y
después de la inmunizacion, se observdé que aquellos pacientes que habian
recibido la vacunacion con células dendriticas vieron reducida la concentracion

de sHLA-G respecto al punto basal (Figura 41).

Por otro lado, los pacientes placebo vieron incrementada la expresion de

esta molécula.
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Figura 4i: Cambio de la concentracion de sHLA-G (ng'mL) en suero en la semana 16 de
seguimiento.
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El tratamiento antirretroviral (TARGA) ha supuesto un importante avance
en el tratamiento de los pacientes con infeccion por VIH. Como consecuencia de
ello durante los ultimos afios en los paises que tienen acceso a este tipo de
tratamiento se ha producido un importante descenso en la mortalidad y en la

incidencia de enfermedades oportunistas en estos pacientes [207].

Sin embargo este tipo de terapia es incapaz de erradicar por completo la
presencia del virus en los individuos infectados [208-209]. Por ello, el
tratamiento se debe mantener de forma indefinida con lo cual s6lo se consigue
una inhibicion sostenida de la replicacion viral pero no la desaparicién completa

del virus [210].

Ante esta situacidon se han venido desarrollando nuevas terapias, incluidas
las vacunas terapéuticas, que aunque en principio no sustituyen al TARGA, si

podrian al menos disminuir su uso y asi paliar sus efectos secundarios.

En este sentido es por lo que desde el Grupo de Vacunas del Sida
(RISVACO03) se estd haciendo un esfuerzo para encontrar nuevas vacunas
terapéuticas que activen el sistema inmune de estos enfermos y asi contribuir a su
mejora. En concreto, en nuestro grupo hemos venido trabajando en una terapia
basada en la administracién de células dendriticas autdlogas pulsadas con virus
VIH-1 autélogo inactivado por calor que se ha visto que induce un efecto en la
respuesta inmune adaptativa favoreciendo la reduccion de la carga viral de los
pacientes inmunizados [206]. Sin embargo, no existen datos de como la vacuna

modula la respuesta inmune innata en estos sujetos.
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Por tanto, nuestro objetivo fue comprobar si esta vacuna modifica induce
algin tipo de cambio en la respuesta inmune innata, especialmente en la
inmunobiologia de las células NK y la concentracion de la molécula
inmunotolerogénica HLA-G. En esta tesis se recogen los estudios sobre los
niveles de las subpoblaciones NK, los receptores de éstas y algunos factores

solubles como el sHLA-G analizados en el plasma de estos pacientes.

La posible influencia de la vacuna en estos pacientes sobre los diferentes
aspectos estudiados en las células NK, puede llevarnos a comprender qué tipo de

influencia tiene esta inmunizacidn respecto a la respuesta innata.

Esta accion de la vacuna puede traducirse en una posible redistribucion de
las subpoblaciones NK, una normalizacion del balance entre receptores
activadores/inhibidores y un descenso de factores solubles inmunosupresoras que
explicarian el efecto beneficioso de la vacuna en lo que respecta a la respuesta

inmune innata.
Subpoblaciones de células NK

Diversos estudios sugieren que el papel que juegan las células NK en el
curso de la infeccion por VIH es mas que relevante. Asi se ha observado una
relacion directa entre la progresion a SIDA y el nimero y/o funcion (capacidad

secretora y citolitica) de las células NK [73, 211].

En concreto, la infeccion por VIH-1 se ha asociado con alteraciones en el

porcentaje de las subpoblaciones CD56“™, CD56™" y con claro aumento en la
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subpoblaciéon de células CD56"*® [102]. También se ha observado una
desregulacion en la actividad citolitica directa [89], la citotoxicidad dependiente

de anticuerpo (ADCC) [63, 212-213] y en la produccidén de citocinas [73, 214].

En nuestro caso, el objetivo de este trabajo fue analizar en profundidad si
el balance de las subpoblaciones de células NK en pacientes infectados por VIH-
1 se altera o modifica cuando estos son inmunizados o vacunados con células

dendriticas pulsadas con VIH-1 aut6logo.

Esto podria ayudarnos a conocer los mecanismos por los que la vacuna
It . + .7 It
actuaria en estos pacientes VIH-1" [102, 215-216] y también nos ayudaria a saber
si esa modificacion es relevante induciendo los cambios observados para mejorar

la respuesta inmune innata en estos pacientes.

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que los niveles de la
subpoblacion NK CD56™* se incrementan en los pacientes vacunados,
coincidiendo a su vez con un ligero descenso de la proporcion de las células
CD56"™ desde la semana 24 al final del tratamiento. Sin embargo no se
observaron diferencias entre los porcentajes de las subpoblaciones de células NK
CD56™"" en los pacientes vacunados en comparacion con individuos placebo, 1o

cual indica que la vacuna no debe de tener efecto en esta subpoblacion.

El aumento de la subpoblacion NK CD56™ en los pacientes vacunados
podria ser la consecuencia de la pérdida de las células NK CD56* descrito
inicialmente por Brunetta, E et al. [101], que podrian ser, al menos en parte,

transformadas en células NK CD56™®. Esto es corroborado por los resultados
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obtenidos en este trabajo, ya que el aumento de la subpoblacion CD56™* coincide
con el descenso de las células CD56"™ en las mismas semanas de seguimiento
(semana 24, en adelante) por lo que podriamos deducir que esas células CD564™
podrian perder la molécula CD56 pasando a formar parte de la subpoblacion NK
CD56"™# , dentro de un fenomeno global de redistribucion de las subpoblaciones

NK.

Los datos expuestos anteriormente son la base de un modelo en el que las
células NK CD56"* han perdido, o no tienen, la capacidad de producir citocinas
y la destruccion de células infectadas. Sin embargo, estas células conservan la

capacidad de liberacion de quimiocinas proinflamatorias.

Se puede interpretar que el aumento de la subpoblacion NK CD56™®
observado después de la vacuna, puede ser de especial relevancia en el bloqueo
de la progresion de la infeccion por el VIH en los individuos vacunados. Estos
efectos inmunologicos de la vacuna se basan en las caracteristicas biologicas de
estas células, pudiendo actuar las mismas a través de su capacidad citotoxica o de
produccion de IFN-y [100]. Por este motivo, las células NK podrian interferir con
la progresion de la infeccion a través de la subpoblacion de células CD56™# y su
capacidad para producir y secretar quimiocinas, como CCL3, CCL4 y CCL5
[217-218], las cuales no solo tienen la capacidad de actuar como proteinas
proinflamatorias, facilitando una inflamacién cronica [100], sino que también
interfieren con la entrada del VIH-1 en las células huésped [219-220]. En efecto,

se ha descrito ampliamente que estas tres quimiocinas tienen la capacidad de
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unirse al receptor de quimiocinas CCRS5, que actia como correceptor del VIH
[221]. Asi, las células CD56™* son capaces de inhibir la entrada del virus VIH-1
en las células CD4"* y otras células diana para el VIH-1[221] y posteriormente,

suprimir la replicacion del VIH-1 [217, 222].

Partiendo de la base que las células NK CD56™® han perdido su
capacidad de produccion de citocinas y la actividad citolitica pero a pesar de ello
conservan la capacidad de liberacion de quimiocinas proinflamatorias [100]
podriamos concluir que el aumento significativo observado de esta subpoblacién
después de la vacunacion podria inducir una respuesta inflamatoria mediada por
las quimiocinas producidas por las células NK CD56"®. Sin embargo, este
potencial efecto beneficioso de la vacuna a través de las células NK CD56™*

debe ser estudiado mas extensamente en el futuro.
Receptores de células NK

La infeccion por VIH se caracteriza por una alteracion en el balance de los
receptores que normalmente expresan las células NK en individuos sanos. En
concreto en los enfermos VIH' se observa un incremento en la expresion de
ciertos receptores NK inhibidores y un descenso de los receptores que

favorecerian la actividad de las células NK [73, 90].

Como ya hemos expuesto anteriormente, al analizar los niveles de los
receptores NK CD94, NKG2A y NKG2C basalmente y en los diferentes puntos

de corte casi no hay diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
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placebo y los pacientes vacunados, lo cual podria indicar que la vacuna no tiene
efecto sobre la expresion de estos receptores. Sin embargo en la semana 1 justo
después de la primera inmunizacion se observa como la expresion del dimero
CD94-NKG2A en las células CD56"™ es ligeramente menor en los pacientes

vacunados respecto al placebo.

Este hecho podria significar que la vacuna estaria produciendo un efecto
muy temprano, a corto plazo, a la vez que muy débil sobre la expresion de este
dimero en estas células lo que podria traducirse como efecto bioldgico

beneficioso ya que este dimero actiia como inhibidor de la respuesta NK.

Por otro lado cuando se analizaron los niveles del receptor inhibidor
CD85j/ILT-2, se observan diferencias estadisticamente significativas entre los

dos grupos de estudio.

Concretamente, nuestros datos muestran una disminucion en los niveles de
expresion del receptor inhibidor CDS85j/ILT-2 en ciertas subpoblaciones de
cé¢lulas NK. En concreto, cuando se analizaron las subpoblaciones de células NK,
CD56™" y CD56™, se encontré en ambas una disminucién en el porcentaje de
células que expresaban CD85j/ILT-2 en los pacientes vacunados, mientras que

no se observaron cambios en el grupo placebo.

Teniendo en cuenta que el receptor CD85j/ILT-2 esta involucrado en el
proceso de inhibicién de las funciones de las células NK [64, 223-226], esta
disminucion podria facilitar la actividad citolitica en el caso de las células NK

i . . ight -
CD56%™ y la funcién secretora en las células NK CD56"€" como consecuencia
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de la vacuna. Esto en términos generales se traduciria como un incremento de la
citotoxicidad y de la capacidad secretora de las células NK en los pacientes
inmunizados con CD-DM. Por lo tanto este hecho también podria ser
beneficioso, ya que el mismo receptor CD85j/ILT-2 tiene un efecto tolerogénico
en la produccion de IL-15 e IL-12 por las células dendriticas. Asi mismo,

también inhibe la adhesion de las células NK a las células diana.

Numerosos autores han estudiado el aumento en la expresion del receptor
CD85j/ILT-2 en situaciones de interrupcion de la terapia HAART [73, 211]. Sin
embargo, en este estudio se muestra que en los pacientes vacunados se produce
una reversion de este hecho, mediante la reduccion del nivel de expresion de este
receptor. Para conocer la implicaciéon de la menor expresion del receptor
CDS85j/ILT-2 observada tras la vacunacion con células dendriticas en individuos
VIH-1 seropositivos y su influencia en el efecto inhibidor de las células NK y
otras células inmunorreactivas seran necesarios mas estudios encaminados a

dicho objetivo.

Nuestros datos sugieren una correlacion positiva entre los niveles de
CD56™" que expresan ILT-2 y la carga viral en la semana 48 de seguimiento.
Actualmente permanece en discusion el posible interés bioldgico de estos datos,
asi como el hecho de que se produzca en un momento determinado de la
evoluciéon y no en los otros puntos de seguimiento tanto en las células cd56dim

como en las CD56™* que expresan dicho receptor.
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Estos resultados referentes a las células NK y sus receptores podrian ser
de gran relevancia clinica, puesto que hasta ahora se desconocia el papel de éstas
células y sus ligandos en la infeccion por VIH, a pesar de la gran importancia
estas células en la respuesta innata.

Esto podria ser también relevante en el fenomeno descrito como "cross-
talk" observado entre células NK y células dendriticas que son precisamente las
células utilizadas como vector de inmunizacion en este trabajo [54, 227]

En cualquier caso, futuros estudios funcionales ayudarian a clarificar la
hipotesis sugerida en esta tesis y facilitarian la comprension de los cambios
encontrados en las células NK y sus receptores en los pacientes que han sido
inmunizados.

HLA-G soluble en plasma

Cada familia de virus desarrolla mecanismos propios a través de los cuales
intenta evitar su destruccion por parte del sistema inmune [228-230]. En el caso
del VIH, éste consigue generar una alta diversidad viral, establecer la infeccion
en los reservorios antes de que el hospedador genere una respuesta inmune
especifica, permanecer en estado de latencia de forma rapida y masiva generando
nuevos viriones antes de que se inicie la destruccion por parte del sistema
inmune, ocultar los dominios proteicos implicados en la uniéon a los
correceptores, infectar a los linfocitos activados destruyéndolos de forma

preferente y hacer de determinados tipos celulares el lugar ideal en el que
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perpetuar la infeccion. De este modo consigue escapar de la accion del sistema

inmune.

En este contexto y, como se ha referido con anterioridad, resulta de
especial interés la molécula HLA-G. Este interés deriva de la capacidad que
posee dicha molécula para inducir tolerancia y de la asociacion ya establecida

con diferentes patologias.

Existen pocos datos publicados sobre la expresion de HLA-G en pacientes
infectados por el VIH. En estudios previos de nuestro grupo, se demuestra que
existe un aumento de la expresion de ésta molécula en los monocitos de sangre
periférica de los pacientes infectados por el VIH con respecto a controles sanos,
habiéndose especulado con la posibilidad de que fuese un efecto directo del
propio virus para evitar su erradicacion de los reservorios [46]. Se sugiere por
tanto, que podria ser de utilidad como estrategia terapéutica frente a la infeccion,
el conseguir bloquear la expresion del HLA-G en los monocitos de sangre
periférica de los pacientes infectados por el VIH. Asi mismo, en esta tesis, se
subraya la importancia de confirmar estos hallazgos y determinar los factores que

pudieran justificar el efecto observado.

Por otro lado, diversos estudios han demostrado que gran parte de la
accion inmunosupresora de la molécula HLA-G tiene lugar a través de su

estrecha relacion con uno de sus receptores, ILT-2/CD85j [132, 225, 231].

Baséandose en esto y para explicar los resultados obtenidos en los pacientes

vacunados respecto al receptor ILT-2/CD85j consideramos de gran utilidad
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determinar si la vacuna induce algiin cambio en lo que respecta a uno de los

ligandos mas importantes de este receptor [64] como es HLA-G.

Para ello se analizd6 mediante enzimo-inmunoensayo (ELISA) el nivel de
sHLA-G en el plasma de todos los pacientes para comprobar si existian

diferencias entre los pacientes inmunizados y placebo.

Se observd como en la semana 16 de seguimiento la concentracion de
sHLA-G (ng/ml) disminuy6 respecto al punto basal en el grupo de pacientes que

recibieron la vacuna de células dendriticas pulsadas.

Las diferencias de concentracion de sHLA-G en ese punto se coinciden
con los resultados obtenidos respecto a ILT-2/CD85j en esa misma semana 16 de
seguimiento que incluso es en este punto donde se observan las mayores
diferencias de expresion de este receptor entre los dos grupos de pacientes. De
esto, se podria deducir que el propio virus VIH-1 podria actuar a través de la via

HLA-G/ILT-2 para inhibir la respuesta citotoxica y/o secretora de las células NK.

Este hecho podria confirmar aun mas la influencia que tiene la vacuna
sobre la respuesta inmune innata, especialmente sobre los receptores inhibidores,
no so6lo reduciendo el porcentaje de células NK que los expresan en los pacientes
vacunados sino también disminuyendo los niveles de la molécula HLA-G, que
como se sabe, esta claramente asociada a fendomenos de inmunotolerancia en
infecciones cronicas, especialmente en VIH [232] y estrechamente relacionada

con el receptor ILT-2/CD85j, como hemos podido comprobar en nuestro caso,
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asi como con la regulacion de otras moléculas estrechamente relacionadas con

HLA-G como la ILT-4 y IL-10.

En cualquier caso, se requieren estudios adicionales para clarificar la
hipotesis aqui planteada y entender mejor los cambios que se producen en las
células NK, receptores, ligandos y en general en la funcionalidad de la respuesta
inmune innata ante las nuevas terapias contra el VIH que van poco a poco

implementandose como alternativa y/o complemento del TARGA.
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CONCLUSIONES

, . . . . + .
La vacuna de células dendriticas derivada de monocitos en pacientes VIH tiene
la capacidad de influir beneficiosamente en la respuesta inmune innata a través
de los cambios observados en la poblacion linfocitaria NK, sus receptores y la

molécula HLA-G después de su administracion. Concretamente:

1. Existe una redistribucién de las subpoblaciones NK, observandose un
aumento en el porcentaje de la subpoblacion NK CD56™* en los pacientes
vacunados respecto a los placebo.

2. Los pacientes vacunados presentan un menor porcentaje de células NK4™

que expresan el receptor inhibidor ILT-2/CD85;.

bright

3. El porcentaje de células NK que expresaban el receptor ILT-2/CD85;j

también disminuy6 en los pacientes vacunados.

4. En los pacientes vacunados disminuyen los niveles de HLA-G soluble en

plasma respecto a los placebo.
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8.1 Abreviaturas

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

NK: Natural Killer

CD-DM: Células dendriticas derivadas de monocitos
CD: Células dendriticas

APC: Células presentadoras de antigenos

TARGA: Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad
CD4: Linfocitos colaboradores

CTL: Linfocitos citotoxicos

CDS8: Linfocitos citotoxicos

IFN: Interferon

HLA: Human Leukocyte Antigen

ILT: Immunoglobulin-like transcripts

NKG2: killer cell lectin-like receptor subfamily C
IL-10: Interleuquina 10

FITC: Fluorescein isothiocyanate

PE: Phycoerythrin

PerCP: Peridinin chlorophyll

APC: Allophycocyanin

PBMC: Células Mononucleares de sangre periférica
EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

PBS: Tampon fosfato salino
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ADN: Acido desoxirribonucleico
ARN: Acido ribonucleico

CCRS5: CC-Chemokine receptor-5
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8.2 Grupos de Pacientes

Paciente | Grupo
DCVO01 | Placebo
DCV02 | Placebo
DCV04 | Placebo
DCV05 | Placebo
DCV06 Vacuna
DCV07 Vacuna
DCV08 | Placebo
DCV09 | Placebo
DCV10 Vacuna
DCV11 Vacuna
DCV13 Vacuna
DCV15 | Placebo
DCV16 | Placebo
DCV18 | Placebo
DCV19 | Placebo
DCV20 Vacuna
DCV22 | Placebo
DCV23 Vacuna
DCV24 Vacuna
DCV25 Vacuna
DCV26 Vacuna
DCV27 | Placebo
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8.3 Tablas con porcentajes de Citometria

% de células CD56"™ en cada una de los puntos de seguimiento
-2 -1 1 3 16 24 48

DCVvO1| 73,91 | 96,55 | 36,07 | 40,53 | 55,05 | 37,05 | 29,85
DCV02| 59,38 | 62,28 | 57,05 | 40,21 42,5
DCV04| 6,92 17,07 | 33,88 | 20,72 | 25,71 22,1
DCVO5| 26,43 | 25,51 | 38,67 | 26,38 | 37,34 | 26,47 | 33,36
DCV06| 12,36 | 31,64 9,17 15,71 | 19,94 16
DCV07| 22,44 | 22,39 | 20,18 | 18,24 | 39,46
DCV08| 22,09 | 26,03 | 41,16 | 48,01 33,23
DCV09 59,86 | 54,32 | 55,88 | 43,16 28,61
DCV10| 5,87 16,9 12,67 9,14 5,2 12,92 | 24,76
Dcv11| 56,43 | 31,23 | 37,84 | 60,04 | 57,5
Dcv13| 36,77 | 37,62 | 35,62 | 33,39 | 43,38 22,3 22,15
DCV15 49,06 | 21,76 | 29,17 | 34,38 | 35,17 37,8
DCV16| 43,09 | 21,71 | 42,14 | 24,53 | 29,29 64,14
DCV18| 69,63 | 40,81 | 59,96 77,48 | 63,71 | 71,55
DCV19| 55,54 | 31,36 | 42,14 | 24,53 | 29,29 | 64,14 | 46,29
DCV20| 38,97 | 57,07 | 40,89 22,4 27,94 | 41,54 | 43,31
DCV22| 46,04 | 52,78 | 72,25 | 74,68 | 57,59 | 76,05 | 54,92
DCV23 51,84 | 48,91 | 56,45 | 58,49 | 22,57 | 37,14
DCV24| 47,71 54,8 53,02 | 51,16 | 53,53 | 50,57
DCV25| 49,33 | 16,07 20,3 32,97 | 26,75 | 10,64 | 19,96
DCV26| 32,41 27,13 | 35,19 | 20,46 | 13,77
DCV27 47,51 | 65,64 | 31,89 | 76,89 | 80,36 | 15,56
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% de células CD56" ™ en cada una de los puntos de seguimiento
-2 -1 16 24 48
DCVO1l| 4,76 3,44 0,51 2,64 2,9 2,34 0,79
DCV02( 2,94 2,17 3,75 4,78 1,09
DCV04| 1,06 0,79 2,51 0,46 3,08 1,75
DCVO5| 2,03 1,67 1,8 0,92 2,87 1,61 1,54
DCVO6| 1,67 2,81 0,38 0,83 1,54 1,45
DCv07| 0,97 0,67 1,01 0,36 2,92
DCV08| 2,05 3,27 1,93 2,98 2,25
DCV09 13,9 15,22 15,44 6,23 1,71
DCV10( 0,23 0,76 1,49 0,88 0,4 0,72 0,68
pcvii| 4,16 | 244 | 343 | 321 | 2,73
DCV13| 5,84 2,57 5,79 16,55 19,18 3,39 4
DCV15 15,1 13,18 15,58 17,51 24,87 11,22
DCVi16| 12,56 3,7 11,99 9,75 11,71 18,67
pcvis| 761 | 431 | 647 472 | 422 | a85
DCV19( 11,79 17,6 11,99 9,75 11,71 18,67 18,73
pcv2o| 331 | 44 | 545 | 305 | 209 | 481 | 445
DCv22( 18,19 15,08 8,42 5,27 6,92 3,73 5,32
DCV23 12,7 7,42 7,84 7,89 4,84 5,89
DCV24|( 4,42 9,29 4,71 9,2 10,85 5,43
DCV25 8,5 9,06 14 11,6 7,89 3,38 6,75
DCV26|( 4,43 4,81 4,16 2,66 1,92
DCV27 8,8 16,52 5,15 22,12 19,43 4,4
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% de células CD56"™ en cada una de los puntos de seguimiento
-2 -1 1 3 16 24 48

DCVO01 21,32 63,40 | 56,81 | 47,30 | 57,08 | 69,35
DCv02| 37,68 | 35,54 | 39,20 | 55,00 | 56,40

DCv04| 92,84 | 82,48 | 63,61 | 78,81 71,21 76,13

pcvos| 71,53 | 72,81 | 59,53 | 72,68 | 59,78 | 71,91 | 65,08
DCV06| 75,84 | 70,68 | 56,90 | 49,00 64,51

DCVO07 26,23 30,45 28,67 50,59 69,67
DCV08 35,83 65,04 | 68,30 | 48,09 39,94 | 50,27
DCV09| 44,33 74,57 | 45,86 | 65,70 | 58,98 17,18
DCV10| 22,74 | 54,87 | 33,55 17,79 32,05 23,59
pcvil| 32,65 | 51,03 | 45,86 | 65,70 | 58,98 | 17,18 | 34,97
DCV13| 35,75 32,12 19,66 19,96 | 34,48 | 20,21 | 39,56
DCV15 43,67 1,63 21,75 ,08 ,02 31,46
DCV16| 85,96 | 65,54 90,44 | 83,44 | 78,51 | 82,58
DCv18| 76,50 | 78,28 | 78,80 | 79,22 57,61

DCV19| 93,89 | 82,33 85,83 | 89,97 | 94,39 | 86,34 | 74,55
DCV20| 39,40 | 66,32 | 58,71 | 36,74 | 39,72

pcv22| 57,37 | 59,80 | 58,57 | 50,04 | 37,42 | 74,29 | 73,84
DCv23| 57,70 | 38,52 53,64 | 74,53 69,95 53,64 | 52,22
DCV24 35,44 | 43,65 35,69 33,60 | 72,57 | 56,96
DCvV25| 47,85 35,90 | 42,25 39,63 35,63 | 43,98

DCV26| 42,16 | 74,86 | 65,68 | 55,41 65,34 | 85,97 | 73,28
DCV27 63,14 | 67,48 | 60,63 76,87 | 84,30
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% de células CD56"™ que expresan CD94-NKG2A a lo largo del seguimiento
-2 -1 1 3 16 24 48

DCVOo1l| 17,29 17,06 25,92 11,33 12,75 70,75 30,88
DCV02| 23,48 14,05 18,74 64,82 20,18

DCv04| 11,97 16,61 3,92 23,23 20,80 10,87

DCVO5| 45,60 52,69 48,30 51,88 47,09 43,42 26,66
DCV0o6| 35,31 13,63 10,23 4,83 5,20 6,09
DCV0o7| 17,62 5,58 4,60 9,58 3,05

DCvo8| 31,77 49,32 71,20 19,12 15,22

DCV09 48,63 63,14 75,87 44,01 58,62
DCV10| 86,61 75,31 50,85 69,47 79,27 82,39 86,90
DCV11| 22,06 17,49 25,89 22,13 24,48

DCV13| 52,49 28,07 33,67 14,23 36,34 36,67 28,87
DCV15 33,21 51,84 18,12 3,39 9,14 20,82
DCV16| 52,00 60,12 69,56 69,04 29,64 3,05
DCV18| 14,58 14,69 10,24 8,83 11,50 8,23
DCV19| 34,74 70,12 69,56 69,04 29,64 3,05 6,75
DCV20| 8,74 6,17 7,18 7,65 4,02 10,09 3,41
DCV22| 3,26 3,56 8,64 3,03 3,84 3,96 4,88
DCV23 3,82 11,53 11,07 4,38 16,78 4,23
DCV24| 3,53 2,36 ,32 2,06 3,02 2,45

DCV25| 2,36 23,54 16,75 18,01 16,36 40,25 20,97
DCV26| 5,33 13,57 6,81 16,92 22,63

DCV27 55,90 69,12 50,90 77,12 59,33 64,71
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% de células CD56" ™™ que expresan CD94-NKG2A a lo largo del seguimiento

-2 -1 1 3 16 24 48

DCVo1| 75,42 65,41 80,00 50,43 76,02 78,63 83,05
DCV0o2| 81,36 61,84 79,40 80,56 27,91

pcvoa| 27,27 66,67 44,30 54,55 50,58 53,85

DCVO5| 93,10 91,67 90,36 84,06 83,93 84,43 60,73
DCVO6| 72,00 53,85 90,91 30,61 52,17

DCVO7 88,93 92,82 90,35 76,72 80,57
DCV08| 71,43 82,86 66,67 51,52 57,14 39,47
DCV09| 84,62 31,25 32,26 71,79 29,63

DCV10| 90,74 90,77 70,73 85,92 86,88 88,81 90,93
DCV11l| 58,85 36,84 54,66 42,24 53,91

DCV13| 79,96 63,33 55,29 31,83 54,39 63,86 50,11
DCV15 78,45 96,14 75,20 38,46 66,18 72,90
DCV16| 82,25 87,94 87,07 87,57 70,03 72,75
Dcv18| 50,69 74,04 34,43 35,25 58,63 51,06
DCV19| 84,96 77,66 87,07 87,57 70,03 72,75 75,93
DCV20| 36,02 48,64 34,14 49,16 25,16 64,10 21,30
Dcv22| 8,52 6,16 20,36 12,65 8,01 16,43 19,03
DCV23 21,24 54,00 39,77 19,12 37,96 32,08
pcv2a| 7,77 3,89 1,66 2,53 5,45 5,88

DCV25| 43,32 73,56 58,35 53,22 80,77 86,64 35,15
DCV26| 26,23 52,58 36,15 61,65 75,00

DCV27 89,86 88,47 80,00 93,10 87,96 86,98
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% de células CD56"™ que expresan CD94-NKG2C a lo largo del seguimiento
-2 -1 1 3 16 24 48

DCV01| 55,57 40,66 66,50 38,49 62,41 62,74 59,14
DCV02| 40,99 39,25 28,16 30,53 26,32
DCV04| 2,20 5,73 3,96 1,99 13,29 1,68
DCVO5| 11,82 14,69 16,70 16,16 12,39 13,56 15,36
DCV06| 40,45 37,07 51,15 60,03 57,58 30,01
DCV07| 72,46 63,13 60,61 72,26 62,39
DCV08| 14,29 23,08 33,11 7,02 5,53
DCV09 6,36 8,57 10,86 9,10 7,38
DCV10| 62,41 48,98 26,40 46,79 59,02 63,85 71,41
DCV11| 30,82 34,68 30,65 16,67 25,93
DCV13| 17,95 17,97 20,86 16,32 16,77 18,57 13,86
DCV15 3,75 8,31 5,40 1,13 6,33 6,75
DCV16| 6,18 21 9,70 14,94 6,14 2,77
DCV18| 20,85 25,89 27,43 16,91 16,57 14,75
DCV19| 4,36 46,54 9,70 14,94 6,14 2,77 2,76
DCV20| 11,39 8,67 11,73 24,11 6,59 7,47 5,11
DCV22| 42,08 59,17 65,44 79,16 74,43 71,98 52,19
DCV23 37,00 35,94 40,67 27,59 42,23 33,01
DCV24| 51,74 51,11 45,40 40,27 47,31 43,34
DCV25| 1,15 7,64 14,42 11,41 6,24 18,41 7,55
DCV26| 7,98 13,73 7,95 5,59 9,12
DCV27 15,30 12,16 13,51 17,83 6,45 16,15
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% de células CD56"™ que expresan CD94-NKG2C a lo largo del seguimiento

-2 -1 1 3 16 24 48

DCVO1| 38,57 38,24 73,10 66,52 40,18 25,40 35,90
Dcvo2| 6,98 8,49 2,33 4,50 11,11

pcvoa| 0 14,71 12,10 6,67 18,03 5,00

DCVO5| 7,46 17,72 18,75 42,50 30,14 27,85 31,61
DCV06| 7,69 9,62 14,29 16,92 15,69 10,71
DCVo7| 13,51 40,28 18,75 18,18 39,66

DCVo8| 3,03 36,36 21,74 11,11 11,93

DCV09 6,54 9,17 13,71 10,32 16,44
DCV10| 26,67 16,90 15,49 21,74 31,88 42,41 42,68
DCV1l| 25,42 40,00 23,75 66,67 29,41

DCV13| 22,16 10,77 19,97 18,40 17,25 12,69 12,55
DCV15 7,89 19,90 15,43 8,22 24,30 12,05
DCVi6| 9,35 ,50 10,30 16,67 16,42 14,92
Dcvi8| 25,94 20,69 41,58 24,02 21,47 18,81
pcvig| 9,73 53,92 10,30 16,67 16,42 14,92 8,93
DCV20| 33,65 33,25 40,18 24,18 38,05 27,72 19,22
DCv22| 83,23 81,25 72,87 82,81 83,61 87,41 80,56
DCV23 22,70 22,33 25,65 42,06 13,04 35,22
DCv24| 70,99 68,73 62,37 60,81 71,52 76,01

DCV25| 8,48 19,48 13,36 23,62 15,31 14,77 13,70
DCV26| 18,67 14,45 13,80 8,41 8,15

DCV27 8,06 4,45 4,93 8,01 2,29 11,75
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% de células CD56“™ que expresan ILT-2/CD85j a lo largo del seguimiento

-2 -1 1 3 16 24 48
DCV01l| 21,36 6,07 13,26 44,52 1,47 8,45
DCV02| 52,56 ,66 36,52 3,39 2,05
DCVo4| 1,49 3,65 9,73 ,55 14,64 ,95
DCVO5| 14,89 13,18 36,28 12,74 17,46 10,71 7,99
DCV06| 3,65 2,04 3,11 4,91 6,21 5,68
DCVo7| ,98 1,71 ,98 1,00 44
DCV0o8| 5,90 6,85 2,78 1,25 1,15
DCV09 8,39 2,33 3,82 ,54 A7
DCV10| 16,34 27,40 12,24 7,39 3,50 10,33 ,86
DCV11| 9,49 7,78 4,18 2,50 ,93
DCV13| 47,98 4,31 3,52 2,34 7,03 4,28 1,83
DCV15 7,14 2,54 1,65 1,87 5,00 ,62
DCV16e| 3,36 1,55 1,34 ,22 3,49 1,85
Dcvig| 1,19 6,07 1,42 3,20 3,16 ,94
DCV19| 1,35 2,33 1,34 ,22 3,49 1,85 ,72
DCV20| 14,71 7,14 ,59 2,65 1,91 1,87 ,84
DCV22 ,85 6,44 1,88 4,09 ,68 ,36 ,51
DCV23 2,34 3,26 1,23 2,29 ,59 ,50
DCV24| 15,19 48,78 20,02 16,81 5,48 9,91
DCV25( 47,79 39,92 13,17 6,49 2,26 2,08 1,06
DCV26| 15,53 6,06 6,86 2,21 ,46
DCV27 16,39 ,81 4,87 44,46 ,82 ,82
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% de células CD56" ™ que expresan ILT-2/CD85j a lo largo del seguimiento

-2 -1 1 3 16 24 48
DCvVO01| 10,05 7,69 17,30 18,72 ,0 2,50
DCV02 3,54 ,0 6,73 ,81 ,0
DCV04 ,0 571 5,62 ,0 9,38 ,0
pcvos| 1444 | 833 2367 | 1351 | 1654 | 821 13,04
DCVO06 3,23 4,44 ,0 ,0 ,0
DCVO07 77 0 72 1,27 0
DCV08 ,0 ,0 ,0 ,0 ,0 ,0 ,0
DCV09 2,90 2,27 ,36 ,0 ,34 ,0
DCV10 ,69 1,67 1,64 2,52 ,65 ,86
pcvil| 74 1,41 36 0 34 0 25
DCV13 ,79 5,11 1,87 1,61 ,0 ,96 ,0
DCV15 4,43 ,0 2,58 22,90 10,21 ,36
Dcvie| 1,29 95 2,11 3,78 1,44 1,39
DCV18 ,0 1,27 ,0 ,0 ,0
DCV19 2,86 10,67 ,0 1,41 1,03 4,12 1,39
DCV20 7,69 7,69 2,56 ,0 2,38
DCV22| 44,68 3,12 4,72 3,33 12,79 3,54 3,12
DCV23 8,50 5,80 ,96 ,0 1,56 2,13 ,57
DCV24 ,63 1,02 ,47 ,51 ,95 ,0
pcv2s| 2541 | 6049 | 2558 | 17,57 7,70 10,40
DCvV26| 17,12 18,12 5,35 1,20 2,05 ,65 ,0
DCV27 5,19 1,61 3,90 ,0 ,0
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% de células CD56"™ que expresan ILT-2/CD85j a lo largo del seguimiento
-2 -1 1 3 16 24 48

DCVO1| 30,93 4,78 46,51 45,88 1,89 20,58
DCvV02| 70,57 2,59 57,57 21,96 9,98
pcvo4| 1,59 4,88 8,24 ,50 12,74 77
DCVO5| 27,70 29,41 44,24 16,47 23,92 15,99 14,53
DCVO06 2,96 1,32 1,78 3,89 6,36 4,65
pcvoz7| 1,71 2,51 .70 13 49
DCVO8| 5,40 7,78 3,35 1,75 4,42
DCV09| 32,46 6,40 24,75 3,37 2,48
DCV10 8,52 33,37 33,17 8,00 2,54 8,99 ,55
DCv1l| 37,14 31,98 30,12 23,98 1,49
DCV13| 45,43 9,44 4,76 2,34 9,82 4,28 2,09
DCV15( 14,63 5,32 5,43 9,17 5,56 16,72
pcvie| 5,51 1,22 7,59 2,27 3,49 5,76
DCV18 2,82 3,63 4,37 7,50 10,26 7,01
DCV19 9,82 6,04 7,59 2,27 3,49 5,76 3,99
DCv20( 22,83 12,85 1,87 6,70 7,04 2,27 3,62
DCV22 5,76 55,72 3,41 7,73 2,05 5,88 2,90
DCvV23 9,75 7,48 6,86 8,36 8,22 3,61
DCv24|( 20,44 38,35 11,12 15,25 12,39 6,75
DCV25| 40,59 29,47 18,65 12,11 10,38 4,64 6,53
DCV26|( 25,65 7,59 11,67 4,87 3,95
DCv27| 23,85 ,0 10,92 50,00 ,0 2,51
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Abstract

Changes in natural killer (NK) cells according to their phenotype and expression of certain regulatory receptors
were analyzed in a double-blind, controlled study of antiretroviral therapy (ART)-untreated HIV-seropositive
patients, who had been vaccinated with monocyte-derived dendritic cells pulsed with inactivated HIV-1 au-
tologous virus. This work extends other recently published studies of the same group of HIV-1" vaccinated
patients, which demonstrated that the viral load significantly decreases and correlates inversely with an increase
in HIV-specific T-cell responses in vaccinated patients, but not in controls who received placebo. Our results
indicate that this vaccine raises the level of the NK CD56"8 cell subpopulation, while levels of the NK CD56%™
and NK CD56°8" cells expressing the inhibitory receptor CD85j/ILT-2 fell in vaccinated patients. Taken to-
gether, these results suggest that this vaccine might enhance innate immunity by amplifying the inflammatory

and cytolytic capacity.

Introduction

HE ADOPTION OF ANTIRETROVIRAL THERAPY (ART) IN THE

TREATMENT OF HIV-1-SEROPOSITIVE PATIENTS was an
important advance in the control of the progression of this
infection (14,24,32). However, the clinical use of ART has
several drawbacks, such as its high toxicity when treatment
is continued for a prolonged period, and the occasional
emergence of viral resistance in patients treated with ART
(4,19).

These limitations justify the expenditure of extra effort to
generate new modes of treatment for HIV-1" patients (4).
For this reason, several groups, including ours, are at-
tempting to develop a vaccine based on the administration of
autologous dendritic cells (DCs) pulsed with HIV-1 obtained
from the same patient (25,15,36). The potential effects of
these vaccines are based on the capacity of DCs to enhance
HIV-1-specific immune responses due to their ability to act
as “professional” antigen-presenting cells (5,6,31).

In this study, the patients selected were immunized using
autologous monocyte-derived dendritic cells (MD-DCs), and
their effects were analyzed by measuring viral parameters
and certain components of the adaptative and innate im-
mune response at different time points. The results related to

the viral parameters and the adaptative response have re-
cently been published (26), showing a decrease in viral load
and an increase in HIV-specific T-cell responses in vaccinated
patients, but not in placebo subjects.

This article presents the results of the analyses of the
natural killer (NK) cells obtained from the same cohort of
patients used in our previous publication. The relevance of
this study is based on the demonstration that NK cells play
an essential role in the surveillance of viral infections due to
their secretory (mainly CD56"8™) and cytolytic (mainly
CD56%™) functions. These cells are modulated by their reg-
ulatory receptors (11), and by their effects on the innate and
adaptative responses, resulting from cross-talk between NK
and dendritic cells (22,16,42,41) and T cells (48,49). Although
it has been shown that NK cell dysfunction contributes to the
progression of HIV-1 viral infection (3,18,20,38,41), these
cells have never previously been analyzed in trials of HIV-1
vaccines.

We studied the following NK subpopulations in patients
treated with three MD-DC-HIV-1 vaccines: NK CD564™, NK
CD56P8" and NK CD56"8. We also studied the receptors
CD85j/ILT-2, CD94, NKG2A, and NKG2C in the NK sub-
populations, as these are known to be involved in regulating
NK-cell functions (27,33,46).
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Materials and Methods
Patients

We recruited 22 untreated chronic HIV-1 patients who had
not received ART for at least 2 y before enrollment, from the
Infectious Diseases Unit of the Hospital Clinic of Barcelona.
Inclusion criteria were: baseline CD4" T-lymphocyte count
>450/mm? (nadir CD4"% T-cell count above 350 cells/mL),
and a plasma viral load (PVL) >10,000 copies/mL. The
procedure followed in this double-blind study has been de-
scribed in detail by Garcia et al. (25). The objective and other
aspects of the study were explained to the patients in detail,
and all gave their written informed consent prior to partici-
pation. The study was approved by our respective ethical
review boards and by the Spanish regulatory authorities
(clinical trial NCT0042142).

Study design

MD-DC treatment. The patients were blindly random-
ized to receive three immunizations, at weeks 0, 2, and 4,
of at least 8x10° MD-DCs pulsed with heat-inactivated
autologous virus (DC-HIV arm, 10° copies/dose), or three
immunizations with non-pulsed autologous MD-DCs (DC-
placebo arm), according to the procedure explained in detail
in Garcia et al. (25). Blood samples were obtained at weeks
-2, -1, 1, 3, 16, 24, and 48 for immunological determina-
tions, including NK cells and their cytotoxic regulatory re-
ceptors. The results of weeks —2 and —1 were used as
baselines. Inactivated autologous viruses were prepared as
previously described (26).

Cell staining and flow cytometry analysis

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were iso-
lated by standard Ficoll gradient centrifugation from 150-mL
samples of EDTA-treated venous blood taken from 11

PENA ET AL.

chronic HIV-l-infected patients and 11 immunized HIV-
1-infected patients. Cells were frozen at —80°C for 1 wk and
then cryopreserved in liquid nitrogen at —200°C for trans-
port and processing. Cryopreserved PBMCs were thawed
and washed with PBS supplemented with 1% bovine serum
albumin and 2mM EDTA (FACS buffer).

The cell subpopulations NK CD56°8", NK CD56%™, and
NK CD56"%, defined as CD3~CD56°"", CD3~CD56"™,
and CD3~CD16"CD56"8, respectively, were measured by
flow cytometry in a four-color FACScalibur flow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA), using the fluorochrome-
labeled antibodies anti-CD3-PerCP (clone SK7), anti-CD16-
FITC (clone 3G8), and anti-CD56-APC (clone B159), obtained
from Becton Dickinson. A representative illustration of
cytometry analysis of NK cell subpopulations is shown in
Fig. 1.

In each one of the NK cell subpopulations, the NK cell
regulatory receptor CD85j/ILT-2 was analyzed using the
fluorochrome-labeled antibody anti-CD85j-PE (clone GHI/
75) obtained from Becton Dickinson. In the NK CD56"8ht
and NK CD56"™ subpopulations, the regulatory receptors
CD94-NKG2A and CD94-NKG2C were analyzed using the
fluorochrome-labeled antibodies anti-CD94-FITC (clone
HP-3D9) obtained from Becton Dickinson, and anti-NKG2A-
PE (clone 131411) and anti-NKG2C-PE (clone 134591), ob-
tained from R&D Systems, Inc. (Minneapolis, MN).

The percentage of antibody-positive cells was calculated
by comparison with the appropriate isotype control anti-
bodies. Cytometry data were analyzed using the CellQuest
software package (Becton Dickinson). All the results of the
analysis related to NK-cell subpopulations and their recep-
tors are expressed as percentages of the total lymphocyte
population.

Statistical analyses were performed using IBM SPSS
software (version 18.0.0). A p value <0.05 was considered to
be statistically significant.
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FIG. 1. Distribution of natural killer (NK) cell subsets in a representative cytometry study in placebo and vaccinated
patients. Quadrants represent the individual NK cell subpopulations, NK CD56"® (1) in placebo (17.79%) and vaccinated
patients (50.04%); NK CD56%™ (2) in placebo (77.49%) and vaccinated patients (33.39%); and NK CD56 8" (3) in placebo

(4.72%) and vaccinated patients (16.55%).
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TABLE 1. PERCENT CHANGES IN LEVELS OF NATURAL KiLLER (NK) CELL SUBSETS

NK CD56%™ NK CD56""" NK CD56"$

Placebo Immunized Placebo Immunized Placebo Immunized

Time p Value Median Median p Value Median Median p Value Median Median
W1 0.83 1.71 -4.10 0.13 —-0.08 0.09 0.35 —-8.95 4.34
W3 0.14 -7.87 0.08 0.96 -0.07 0.02 0.66 2.44 -0.99
W16 0.56 3.06 -1.83 0.67 0.06 -0.27 0.89 0.54 222
W24 0.04 8.49 —-18.64 0.87 0.05 -0.84 0.03 -8.75 10.62
W48 0.49 2.84 -13.72 0.82 -1.11 —-0.04 0.69 -6.87 10.80
Results In the case of the NK CD56%™ cell subpopulation, the

Changes in the percentages of the NK subpopulations
NK CD56%™, NK CD56°"¢", and NK CD56™%, and NK
subsets expressing the receptors CD85j/ILT-2, CD9%4,
NKG2A, and NKG2C, in immunized patients are shown in
Tables 1 and 2.

The levels of the three types of NK subpopulations analyzed
in HIV-1-immunized and placebo patients, as a percentage of
the total lymphocyte counts, indicate that there were no sig-
nificant differences between placebo and immunized patients
in the NK CD56°"8"" cell subpopulation. However, a tendency
for NK CD56%™ cell subpopulations to fall in immunized
patients could be observed at week 24 (Table 1). Interestingly,
the levels of the NK CD56™® cell subpopulation rose in im-
munized patients from week 24 until the end of follow-up,
although this difference became statistically significant only at
the 24th week (p=0.013; Fig. 2).

When the changes in the percentages of NK CD56 " sub-
populations expressing CD94-NKG2A and CD94-NKG2C
heterodimers were analyzed, no significant differences were
observed (Table 2). However, the percentages of NK sub-
populations expressing CD85j/ILT-2 in NK CD56"™ and NK
CD56"8" cells was lower in immunized patients than in
placebo individuals.

decrease in the percentage of expression of CD85j/ILT-2 in
immunized patients compared with the placebo group was
statistically significant at the first (p=0.04) and 16th
(p=0.017) weeks of follow-up (Fig. 3A and Table 1).

With regard to the NK CD56°"8™ cell subpopulation, the
decrease in the percentage of expression of CD85j/ILT-2 in
immunized patients compared to the placebo group was
statistically significant at the first, third, 16th, and 48th weeks
of follow-up (p=0.004, p=0.01, p=0.009, and p=0.05, re-
spectively; Fig. 3B and Table 2). No changes in the CD56"®
NK cell subpopulation expressing CD85j/ILT-2 were ob-
served (Table 2).

Finally, when we compared the values of NK cells ex-
pressing the CD85j/ILT2 receptor with plasma viral loads,
no significant relationship was found between these pa-
rameters during the follow-up period, although a positive
correlation was seen in the case of NK CD56P"8" cells, which
was statistically significant at the 48th week (p=0.015,
R=0.89; Fig. 4).

It is noteworthy that the three vaccinated patients who
best controlled their viral load as a consequence of the vac-
cine (data not shown), displayed greater decreases in the
expression of CD85j/ILT-2 in NK CD56"8" cells than other
patients.

TABLE 2. PERCENT CHANGES IN LEVELS OF RECEPTOR ExPRESSION IN NATURAL KILLER (NK) CELL SUBSETS

NK CD56%™ NK CD56"sh NK CD56"%
Placebo Immunized Placebo Immunized Placebo Immunized

Time p Value Median Median p Value  Median Median p Value  Median Median

CD85j/ILT2 W1 0.04 -1.98* -9.63* 0.04 —0.74* -6.19* 0.70 -1.84 —4.68

W3 0.19 —4.57 -8.47 0.01 -1.07* -6.25* 0.49 -6.03 -7.55

W16 0.01 1.03* -11.16* <0.01 0.50* —5.45* 0.21 2.27 -12.45

W24 0.10 -3.28 —13.30 0.06 -1.99 -5.10* 0.96 -9.07 -16.14

W48 0.11 -6.04 —15.54 0.05 -0.82* -5.97% 0.91 -10.35 -8.29
CD94-NKG2A W1 0.04 10.98* -0.27* 0.47 1.97 1.90
W3 0.16 2.73 -0.34 0.46 2.47 -4.06
W16 0.43 —-4.42 -0.80 0.43 -13.17 -2.12
W24 0.34 -342 2.03 0.06 -3.73 8.38
W48 0.43 -6.40 -1.81 0.87 -5.55 —14.69
CD94-NKG2C W1 0.22 3.75 -1.06 0.19 3.68 —-4.22
W3 1.00 -1.79 1.82 0.65 0.57 0.94
W16 0.70 2.53 -291 0.73 1.77 3.13
W24 0.26 -1.35 3.18 0.74 -2.35 -1.49
W48 0.85 1.29 —4.04 0.85 3.69 0.88

*Differences statistically significant.
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FIG. 2. Distribution of natural killer (NK) CD56"® cells in HIV-1-seropositive vaccinated and placebo patients. A rise in NK
CD56™ cells can be observed from the 24th week to the end of the study period in HIV-1-immunized patients. The values
were statistically significant at the 24th week of treatment (p=0.013).

Discussion
NK cell subpopulations

Recent evidence suggests that abnormalities not only in
the number of the NK cells, but also in their secretory and
cytolytic capacity, are relevant to the progression of HIV-1
infections (37). Specifically, in HIV-1 infection a larger sub-
population of dysfunctional NK CD56" cells (39), and an
augmented expression of certain inhibitory receptors (38,30),
have been observed. Defective cytolytic (29) and ADCC ac-
tivity (1,12,45), and dysfunction in cytokine production have
also been detected (34,38).

A further objective of this work was to determine whether
the balance of NK cell subsets in HIV-1-infected patients is
altered when they are vaccinated with autologous HIV-
1-pulsed dendritic cells. This would tell us if the vaccine has
the ability to modify NK cell distributions, as normally ex-
pressed in HIV-1-positive individuals (2,28,39), and whether
any such changes are actually a consequence of the specific
vaccine used.

Our results identified no large differences between the
changes in percentages of NK CD56™8" and NK CD56"™ cell
subpopulations in immunized patients and placebo individu-
als, which suggests that the vaccine probably has no effect on
these subpopulations. However, we found that the level of the
NK CD56™® cell subpopulation rose in immunized patients
from week 24 until the end of the follow-up period (Fig. 2). The
rise seen in NK CD56"® cells could be a consequence of the
improvement in the adaptative immune response observed in
vaccinated patients, as reported in the preliminary article in-
cluding these same patients (26), although it does not exclude
the possibility that it may be due to the effect of the vaccine on
T-regulatory lymphocytes (47,35).

We do not know the reason for the rise in the NK CD56"°®
cell subpopulation observed in the immunized patients, al-

though this may be due to the loss of NK CD56™ cells, as
originally described by Brunetta et al. (13) under other con-
ditions.

The observed increase in CD56"°¢ cells after the adminis-
tration of the vaccine may be of significance as a mechanism
that blocks the progression of HIV-1 infection in vaccinated
individuals. Obviously, these important immunological ef-
fects of the vaccine could be based on the biological char-
acteristics of these cells, which may act via their cytotoxic
capacity, and via the production of cytokines and IFN-y (9).
However, most importantly, they could interfere with the
progression of the infection, because CD56™® NK cells are
particularly relevant due to their capacity to produce and
secrete chemokines such as CCL3, CCL4, and CCL5 (10),
which are not only capable of acting as macrophage in-
flammatory proteins, facilitating chronic inflammation (9),
but can also interfere with the entry of HIV-1 into host cells
(8), and recruitment of NK cells, T cells, and macrophages to
block HIV infection and reinforce the cytotoxic function of
these cells.

The ability of these three chemokines to bind to CC-
chemokine receptor 5 (CCR5) and to interfere with the re-
ceptor that acts as a co-ligand of HIV, has also been fre-
quently described. NK CD56"® cells are thus able to inhibit
HIV-1 entry into CD4" and other HIV-1 target cells (17,) and
subsequently to suppress HIV-1 replication (21,43). How-
ever, this potential beneficial effect of the vaccine caused by
NK CD56"® cell activity needs further study.

NK cell receptors

As the expression of CD94, NKG2A, and NKG2C, mea-
sured in NK CD56 *""8" and CD56 * 4™ cell subpopulations
displayed no statistically significant differences between
placebo and immunized patients, we can conclude that the
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FIG. 3. Trend lines reflecting changes in the percentages of (A) natural killer (NK) CD56%™.and (B) NK CD56°1i8ht
expressing CD85j/ILT-2 cells in HIV-1-seropositive vaccinated and placebo individuals. (A) Trend line [equation: y= —
3.912In(x) — 1.7675], which shows that changes in the percentage of NK CD56"™ cells expressing CD85j/ILT-2 were reduced
in vaccinated patients relative to the placebo group. (B) Trend line [equation: y = —1.341In(x) — 2.4406], which shows that
changes in the percentage of NK CD56°"8" cells expressing CD85j/ILT-2 were reduced in vaccinated patients relative to the

placebo group.

vaccine has no effect on these receptors. However, when the
expression of the inhibitory receptor CD85j/ILT-2 was
measured, we found significant changes between both
groups. Our data show a statistically significant decrease in
the expression of CD85j/ILT-2 in both NK cell subpopula-
tions, NK CD56""8" and NK CD56%™, in immunized pa-
tients, while no changes were observed in the placebo
group.

Given that CD85j/ILT-2 is expressed in NK cells and in
the majority of myelomonocytic cells (11), and that it binds
to different forms of HLA-I, including the regulatory mol-
ecule HLA-G (44), our results should be of both biological
and clinical significance. Our finding of diminished ex-
pression of this receptor, which has an inhibitory functional
effect on NK cells (11), and also inhibits the adhesion of

NK cells to their target cells (23), is of importance in that its
low expression in NK CD56%™ and NK CD56°"8" cell
subsets in immunized patients may facilitate enhanced NK
cell function. Specifically, it may be that an increase in
the secretory activity of NK CD56"8" NK cells and the
cytolytic function of NK CD56%™ cells are consequences
of the vaccine. This may have been due to a rise in the
cytotoxicity and secretory capability of NK cells obtained
from MD-DC-immunized patients (7). Furthermore, this
effect could even be beneficial, as CD85j/ILT-2 has a tol-
erogenic effect on the production of IL-15 by dendritic cells,
and it also inhibits the adhesion of NK cells to target
cells (40).

Although an increase in NK cells expressing the CD85j/
ILT-2 receptor when ART is interrupted has been reported
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FIG. 4. Relationship between natural killer (NK) CD56""8"" cells expressing the CD85j/ILT2 receptor and the plasma viral
load found in vaccinated patients at the 48th week after the vaccinations were initiated (p=0.015, R=0.89).

(37), this study demonstrates the opposite effect in im-
munized patients, since even though our patients were off
ART treatment, the level of expression of this receptor was
reduced. Further studies are needed to extend our
knowledge of the real effects of downregulating CD85j/
ILT-2 expression, and its influence on the inhibition of the
activity of NK cells and other immunoreactive cells as
consequences of employing the DC vaccine in HIV-1-in-
fected individuals.

The positive correlation seen between the levels of NK
CD56™ 8" expressing CD85j/ILT-2 cells and the viral load in
the 48th week of follow-up (Fig. 4) could be of biological
interest, although we do not know why this relationship did
not appear at any other time point when both NK CD56™
and NK CD56"® cell subpopulations expressing the CD85j/
ILT-2 receptor were analyzed.

These results regarding NK cells and their receptors could
be of clinical relevance, since to our knowledge no data
concerning the role of NK cells in previous therapeutic vac-
cines are available. It may also be of interest in view of the
cross-talk described between NK cells and dendritic cells,
which were used as part of the vaccine in this work
(16,22,42). In any case, further functional studies to clarify the
hypotheses suggested here are required to better understand
the changes seen in NK cells and their receptors in vacci-
nated patients.
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