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Resumen

La activacion inmune crénica y la inflamacién son caracteristicas de la infeccion por VIH-1 y una
de las principales causas de eventos graves no relacionados con el SIDA en personas infectadas
bajo tratamiento antirretroviral (TAR). En este trabajo de tesis, presentamos evidencias de que el
ADN citosélico (ADNc) producido durante el ciclo de replicacion del VIH-1 en células T CD4+
infectadas aumenta la actividad del Factor Inducible por Hipoxia 1 alfa (HIF-1a) que, a su vez,
promueve la replicacion viral. Ademas, demostramos que la induccién de HIF-1la promueve la
liberaciéon de vesiculas extracelulares (VE) proinflamatorias. Estas VE fomentan la inflamacion al
inducir la secrecion de interferén-y por parte de linfocitos T CD4+ y de IL-6 e IL-13 por macréfagos
a través de una via dependiente de HIF-1a. Cabe resaltar que las VE obtenidas del plasma de
individuos infectados con VIH-1 también inducen la actividad de HIF-1a e inflamacién en
macrofagos. En conclusion, este estudio demuestra que HIF-1a juega un papel crucial en la
patogénesis del VIH-1 al promover la replicacion viral y la liberacion de VE que orquestan

respuestas inflamatorias mediadas por linfocitos y macréfagos.
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Abstract

Chronic immune activation and inflammation are hallmarks of HIV-1 infection and a major cause
of serious non-AIDS events in HIV-1-infected individuals on antiretroviral treatment (ART). Herein,
we show that cytosolic double-stranded DNA (dsDNA) generated in infected CD4T cells during the
HIV-1 replication cycle promotes the stabilization of the transcription factor hypoxia-inducible
factor 1o (HIF-1a), which in turn, enhances viral replication. Furthermore, we show that induction
of HIF-1a promotes the release of extracellular vesicles (EVs). These EVs foster inflammation by
inducing the secretion of gamma interferon by bystander CD4+ T cells and secretion of interleukin
6 (IL-6) and IL-1B by bystander macrophages through an HIF-1a-dependent pathway. Remarkably,
EVs obtained from plasma samples from HIV-1-infected individuals also induced HIF-1a activity
and inflammation. Overall, this study demonstrates that HIF-1la plays a crucial role in HIV-1
pathogenesis by promoting viral replication and the release of EVs that orchestrate lymphocyte-

and macrophage mediated inflammatory responses.
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Introduccion

Virus de lainmunodeficiencia humana

Se estima que aproximadamente un millon de personas mueren por afio debido a enfermedades
asociadas al Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirido (SIDA) y que 36,7 millones de personas se
encuentran infectadas con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) [1]. Los primeros casos
de SIDA se diagnosticaron en 1981 cuando el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta
(CDC) notific6 la aparicibn de casos de neumonia por Pneumocystis jirovecii (previamente P.
carinii) y de una forma diseminada de sarcoma de Kaposi en jévenes homosexuales masculinos
[2, 3]. A pesar de no haber sido en un principio identificado el agente causante, pronto quedd claro
gque todos los pacientes sufrian una disminucién progresiva de linfocitos T CD4+, y que, como
resultado de ello, padecian enfermedades que normalmente eran controladas por el sistema
inmune. Dos afios mas tarde, el trabajo de la Dra. Francoise Barré-Sinoussi y el Dr. Luc
Montagnier [4] demostro la etiologia viral de esta enfermedad, al haber aislado un virus que en
aguel momento fue denominado Virus Asociado a Linfoadenopatia (LAV, Lymphoadenopathy
Associated Virus). En paralelo, Robert Gallo aislé un retrovirus citopatico con tropismo por células
T al que denomind Virus Linfotrépico Humano Tipo Il (HTLV-IIl, Human T Lymphotropic Virus
Type lll) [5, 6]. Posteriormente, Jay Levy [7] obtuvo un aislamiento viral a partir de células
sanguineas provenientes de un paciente con SIDA al cual denominé Virus Relacionado al SIDA
(ARV, AIDS Related Virus). Estudios posteriores determinaron que los tres aislamientos
correspondian al mismo agente viral [8]. En 1986, el Comité Internacional de Taxonomia Viral
nombr6é a este agente Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH, Human Immunodeficiency
Virus). En 1986, Clavel y colaboradores [9] describieron un tipo distinto de VIH, frecuentemente
hallado en ciertas regiones de Africa Occidental, al que denominaron VIH-2 para distinguirlo del
virus original. Los individuos infectados con VIH-2 también desarrollan SIDA, aunque con un
periodo de latencia clinica mas prolongado y menor morbilidad [10]. El VIH fue clasificado dentro
de la familia Retroviridae, género Lentivirus, debido a que comparte con los demds retrovirus un

genoma integrado por los tres genes clasicos: gag, pol y env.
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En las 3 décadas transcurridas desde la descripcién de los primeros casos de este sindrome, la
pandemia de VIH/SIDA ha afectado a mas de 60 millones de personas, convirtiéndose en una de

las principales preocupaciones a nivel de salud mundial.

Caracteristicas generales del VIH-1

Estructura

La particula viral madura presenta las caracteristicas estructurales tipicas de los retrovirus. El
virién es una particula esférica con un tamafio aproximado de 100 a 120nm de diametro envuelta
por una bicapa lipidica originada a partir de la membrana de la célula huésped. La membrana de
la envoltura viral contiene las glicoproteinas gp41 (TM, transmembrana) y gp120 (SU, superficie)
(Figura 1). La gp4l es una proteina transmembrana, mientras que la gpl20 se encuentra
relacionada a gp41 en la cara externa de la envoltura viral [11]. Ambas proteinas interactian entre
si de manera no covalente formando trimeros. En asociacién con la cara interna de la envoltura se
encuentra la Matriz conformada por la proteina p17 (MA, Matriz). La Matriz a su vez contiene a la
capside viral, conformada por la proteina p24 (CA, Capside). Dentro de la capside se encuentra el
genoma viral constituido por dos hebras de RNA monocatenario asociadas a las proteinas p7 (NC,
nucleocéapside) y p66 (Tl, Transcriptasa inversa). A su vez, la capside también contiene a las
proteinas estructurales p10 (PR, Proteasa), p32 (IN, Integrasa), y las proteinas accesorias Nef, Vif

y Vpr [12].



? VIH-1

—— RNA genbémico

Transcriptasa
Reversa

Figura 1. Esquemade la particula viral madura.

El VIH-1 mide aproximadamente 100-120 nm de diametro y esta envuelto por una membrana plasmatica derivada del
huésped. Los complejos triméricos gpl20-gp4l estan insertados en la membrana. La glicoproteina transmembrana
gp41 y la glicoproteina gp120 de la envoltura externa se asocian de manera no covalente. La cola citoplasmética de
gp41l interactda con la proteina de Matriz p17. La proteina de la capside, p24, forma el nicleo en forma de cono, que
contiene dos copias de ARN de cadena positiva del genoma del VIH-1 que estan rodeadas por la proteina

Nucleocépside (amarillo). La proteina de la Transcriptasa Inversa también se empaqueta en la particula. (Adaptado de

(13])

Genoma

El genoma del VIH-1 consta de dos moléculas de &cido ribonucleico de cadena simple con
polaridad positiva (ARNsc+), cada una de 9,2 kilobases (Kb). EI mismo codifica para 3 genes
comunes a todos los retrovirus (gag, pol y env) junto a otros 6 genes que codifican para proteinas
reguladoras (tat y rev) y accesorias (nef, vif, vpr y vpu). Una vez integrado al genoma celular, el
ADN proviral se encuentra flanqueado por repeticiones terminales largas (LTR, Long Terminal

Repeats) generadas durante el proceso de transcripcion inversa. Los LTR estan estructuralmente



divididos en 3 regiones: U3, R y U5, y son los responsables de regular la expresién de los genes
virales [12]. En la figura 2 se muestra la organizacion del genoma proviral y las proteinas que

codifica.

Proteinas virales

Proteinas virales derivadas de pol

El gen pol codifica para las 3 enzimas presentes en todos los retrovirus: la Proteasa (PR), la
Transcriptasa Inversa (TI) y la Integrasa (IN), las cuales derivan del procesamiento del precursor
poliproteico Gag-Pol (p160). La Tl cataliza la conversion del ARN gendémico en ADN doble cadena
(ADNdc) o ADN proviral, mientras que la IN cataliza la integracion del ADN proviral en el genoma
de la célula infectada. La PR actla en las etapas tardias del ensamblaje y durante la brotacion

cliva a la poliproteina Gag (p55), permitiendo la maduracion de la particula viral [14].

Proteinas virales derivadas de gag

Las proteinas estructurales codificadas por el gen gag de VIH-1 son generadas a partir del
precursor poliproteico Gag (p55), el cual es miristilado postraduccionalmente. La multimerizaciéon
de Gag ocurre en la membrana plasmatica celular y es un paso central en el ensamblado viral. La
PR viral se encuentra activa durante el ensamblado y cliva al precursor p554,, para generar las
proteinas Matriz (MA), Nucleocapside (NC), Capside (CA), Gagps y dos espaciadores peptidicos
pl y p2. Estas proteinas se ensamblan para formar las distintas capas del virion maduro: MA
permanece asociada con la membrana viral interna (Matriz viral) a través de su dominio N-
terminal. La unién de MA a la membrana esta mediada por la insercién de un grupo miristilado en
la bicapa lipidica y por un segmento de residuos basicos que se unen a los fosfolipidos de la
membrana celular. CA se ensambla formando una céapside conica, y el dominio C-terminal de esta

proteina interacciona con NC. Esta tltima envuelve al ARN gendmico e interacciona con el mismo,



promoviendo la hibridacion de las secuencias complementarias. Por ultimo, Gagys recluta la

magquinaria celular necesaria para la brotacion viral [15].

Proteinas virales derivadas de env

La envoltura viral presenta glicoproteinas cuya funcion es mediar la adsorcién y entrada a la
célula blanco. Todos los retrovirus expresan las proteinas de envoltura, SU (gp120) y TM (gp41),
que derivan de un precursor comun (gpl60) y poseen un alto grado de glicosilacién. Como la
mayoria de las proteinas celulares asociadas a membrana, su llegada a la membrana plasmatica
se realiza por la via del reticulo endoplasmatico (RE)- aparato de Golgi. Los viriones adquieren su

envoltura en la brotacién y con ella las glicoproteinas [14].

Proteinas reguladoras y accesorias

Ademas de las proteinas mencionadas, el genoma de VIH-1 codifica para 6 proteinas
adicionales: Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr y Vpu [16]. Las proteinas Tat y Rev son reguladoras de la
transcripcion viral. Tat incrementa la transcripcion viral al unirse a la secuencia reguladora TAR
(Trans-Activation Responsive Region) del LTR y la proteina Rev media la exportacién de los ARNs
virales desde el nucleo hacia el citoplasma a través de su union a la secuencia reguladora RRE
(Rev Responsive Element) presente en todos los transcriptos virales de ARNm. El transporte de
éstos al citoplasma es requerido para la expresion de las proteinas estructurales y produccion de

ARN gendmico. Entre las proteinas accesorias se incluyen Nef, Vif, Vpu y Vpr. Brevemente, Vpu
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Figura 2. Genoma proviral y proteinas
A) Genoma proviral de VIH-1 (9,2 Kb). Contiene marcos de lectura abiertos (ORFs, open reading frames)
para 16 proteinas que son sintetizadas a partir de al menos 10 transcriptos. B) Proteinas de VIH-1.

(Adaptado de [15]) .

(Viral Protein U) es una pequefia proteina de membrana que induce la degradacion del receptor
celular CD4, los complejos mayores de histocompatibilidad clase-l y 1l (MHC-1 y II, major
histocompatibility complex class-I and 1) y el factor celular antiviral Bst-2 [16]. Las principales

consecuencias de su accion son la reduccion de posibilidad de re-infeccion (por degradacion de



CD4), la alteracion de los mecanismos de presentacibn antigénica, y la promocion de la
produccién y liberacion de progenie viral de las células infectadas. Vif (Virus Infectivity Factor) es
una proteina viral que contrarresta el efecto antirretroviral de la proteina celular APOBEC3G,
promoviendo su degradacion [16]. A su vez Nef (Negative Factor) interfiere con diversas vias de
transduccién de sefiales, modula la expresién en membrana del receptor celular CD4, asi como de
las moléculas del MHC-1 y Il [16]. Finalmente, Vpr (Viral Protein R) tiene multiples actividades
entre las cuales se encuentran: la importacién del ADN proviral como un componente del complejo
pre-integratorio, la detencién del ciclo celular en la transicion G2/M, regulacion de la apoptosis y

transactivacion del promotor viral con el consecuente aumento de la replicacién viral [16].

Ciclo de replicacién viral

Adsorcion y entrada

La entrada del virus a la célula blanco es mediada por la interaccién de las glicoproteinas de la
superficie de la envoltura viral con dos moléculas en la membrana celular. El receptor es la
molécula CD4 que interacciona con la glicoproteina SU, y el correceptor, perteneciente a la familia
de los receptores de quimioquinas, interacciona con la glicoproteina TM [17]. Existe un ndmero
considerable de proteinas que pueden funcionar como correceptores para el VIH-1, siendo los
mas importantes los receptores de quimioquinas CCR5 y CXCR4 [18, 19]. Luego de la adsorcién
de la particula viral a la superficie celular, se produce la fusiéon entre la envoltura viral y la
membrana de la célula blanco [20]. Posteriormente se produce la liberacion de la nucleocépside al

citoplasma celular y el desnudamiento (Figura 3).

Transcripcion inversa
Una vez que la nucleocapside viral es liberada al citoplasma, el siguiente paso del ciclo de

replicacion viral consiste en la transcripcion inversa del genoma viral (Figura 3). Este proceso esta



catalizado por la enzima viral Tl, la cual convierte al genoma viral (ARN) en una molécula de ADN

de doble cadena (ADNdc).

Importacion del genoma viral al ntcleo e integracién

Luego de la transcripcion inversa, el ADN es translocado al nlicleo como parte de un complejo
ribonucleoproteico de pre-integracion que incluye, ademas del ADNdc, a las proteinas virales IN,
TIl, MA 'y Vpr [21] (Figura 3). Al igual que otros lentivirus, VIH-1 tiene la capacidad de ingresar al
nucleo de células que no se encuentran en proceso de divisién celular, a través de los poros
nucleares. Sin embargo, el mecanismo de entrada al ntcleo ain no se conoce con claridad [17].
Una vez que el complejo esta localizado en el nucleo, la enzima viral IN cataliza la reaccién de

integracion [22].

Transcripciéon y regulacion post-transcripcional

La transcripcién de los genes virales a partir del provirus ocurre en dos etapas: la etapa
temprana involucra la ARN polimerasa tipo Il celular (ARNpol-Il) y elementos en cis localizados en
el promotor viral (LTR). La fase tardia involucra un paso de transcripcion que se activa desde el
LTR luego de la sintesis de la proteina viral Tat. Una vez que se expresa Tat, la transcripcion a
partir del LTR se incrementa por la union de esta proteina activadora al elemento TAR
(transactivation response element) [17]. Durante el proceso de transcripcion, se generan 3 clases
de ARNm a partir de transcriptos de VIH-1: un ARNm de 9 Kb que no sufre splicing o proceso de
corte y empalme, que codifica para Gag y Gag-Pol y conforma el genoma viral; un segundo ARNm
de 4Kb que resulta de un splicing simple y que codifica para Vif, Vpr, Vpu y Env; y por Gltimo un
ARNm de 2 Kb generado mediante splicing mdltiple y que se traduce en Tat, Rev y Nef.

[17](Figura 3).



Ensamblado, maduracién y brotacién

El altimo paso del proceso de replicacion viral consiste en generar nuevas particulas virales.
Para ello, el ARN gendmico (transcripto de 9 Kb que no exhibe splicing) es transportado a
regiones especificas de la membrana plasmatica donde se produce la brotacion y encapsidado
[22]. El ensamblado de la cdpside comienza en la cara interna de la membrana plasmaética celular
promoviendo la multimerizacién de Gag dando lugar a la estructura esférica que encapsida al ARN
gendmico, asociado a la NC.

Durante el proceso de brotacién, la PR viral cliva los precursores p55 y p160 en sus unidades
elementales (Figura 3). En la etapa de maduracion, la particula viral cambia su morfologia,

adoptando la tipica estructura esférica y con su cdpside conica ubicada en el centro de la misma.
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Figura 3. Esquema simplificado del ciclo de replicacion del VIH-1.

La figura ilustra los principales pasos en el ciclo de replicacion del VIH-1. (Adaptado de [23]).



Patogenia

El VIH es un lentivirus que se ha adaptado a infectar linfocitos T CD4+ humanos y como
consecuencia del linfotropismo y la citopatogenicidad del virus, se produce una profunda
inmunosupresion en el hospedador, debido tanto a la destruccion de linfocitos CD4+ como a
distintos mecanismos de interferencia con el sistema inmunitario. Consecuentemente aumenta de
manera considerable el riesgo a sufrir infecciones por gérmenes oportunistas y el desarrollo de
tumores [23]. La disminucion del numero de linfocitos T CD4+ representa una de las
consecuencias mas importante de la infeccién por VIH-1. Sin embargo, las causas responsables
de este fendmeno no son del todo conocidos. Entre los mecanismos que explican la disminucion
del numero de linfocitos T CD4+, se encuentra la apoptosis inducida por componentes proteicos
virales (gpl120, Vpr y Tat) [24]. Asimismo, ha sido reportado que la infeccion abortiva de linfocitos

T CD4+ induce el ensamblado del inflamosoma y la muerte por piroptosis [25].

Curso natural de la infeccién

La transmision a través de mucosas (genital o rectal) se inicia con la infeccién de un pequefio
namero de linfocitos T de memoria efectores CD4+CCR5+ [26, 27], macréfagos y células
dendriticas ubicadas en la lamina propia [28]. Las variantes virales responsables de una nueva
infeccion utilizan el correceptor CCR5, por lo que son denominadas variantes R5. Las células
dendriticas residentes no son sélo sensibles a la infeccién sino que facilitan la diseminacion viral
[29]. La primera amplificacion viral es modesta y ocurre en 6rganos linfaticos regionales (por
ejemplo, nédulos linfaticos drenantes). A partir de alli, los linfocitos T infectados y los viriones
libres pasan al torrente sanguineo, permitiendo la colonizacion de otros Organos (tracto
gastrointestinal, bazo, médula 6sea) y la infeccion masiva de células susceptibles [30]. Esto
resulta en un pico de viremia (10° a 10" copias de ARN viral por ml de plasma) que puede coincidir
temporalmente con la aparicibn de sintomas clinicos denominados en conjunto, Sindrome
Retroviral Agudo y que incluyen fiebre, linfoadenopatias, sudoracién nocturna y artralgia, entre

otros [31] (Figura 4). El descenso de la viremia y la remision de los sintomas agudos son



atribuidos a la accion de linfocitos T citotoxicos CD8+ (CTLs, cytotoxic T lymphocytes) ya que el
namero de células T CD8+ especificos aumenta antes de que los anticuerpos neutralizantes
puedan ser detectados (Figura 4) [32]. La replicacion viral es un proceso dindmico que se
mantiene activo a lo largo de toda la infeccién, incluso en las etapas asintoméaticas. En individuos
recientemente infectados (aproximadamente 10 a 21 dias postinfeccion), se observa una fuerte
disminucion del nimero de células T CD4+CCR5+, activadas y de memoria, en tejidos linfoides
asociados a mucosas (Figura 4) [33]. Esta poblacién celular no se recupera con el tiempo, ni con
la implementacion de tratamiento antirretroviral de alta eficiencia o HAART (Highly Active
Antiretroviral Treatment), lo que se contrapone a lo observado para las células T CD4+ circulantes

en sangre periférica.
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Figura 4. Representacion esquematica de la historia natural de la infeccion por VIH-1.

Se describen las 3 fases que caracterizan el curso natural de la infeccion.



Latencia, reservorios y la blusqueda de la cura

Desde los primeros dias de la infeccion por VIH-1, una pequefia fraccion de linfocitos T CD4+ de
memoria infectados no concretara una infeccion productiva y regresard a un estado
transcripcionalmente inactivo [34]. Este fendmeno por el cual se generan células de vida media
larga con ADN proviral integrado se conoce como “Latencia post-integracion” y genera el
denominado “Reservorio viral” [35]. Este reservorio no puede ser eliminado por la terapia
antirretroviral. En efecto, ante la interrupcion del HAART el reservorio viral generado en la etapa
de la primoinfeccion comienza a producir nuevas particulas virales, llevando a un rebote en la
carga viral. Mientras exista en el individuo infectado un reservorio de ADN proviral capaz de llevar
adelante una infeccién productiva, deberd mantenerse el HAART. Esta es la razén por la cual los
pacientes VIH-1+ deben ser medicados de por vida. Los ultimos afios han estado marcados por
un gran auge en la basqueda de estrategias destinadas a eliminar definitivamente los reservorios
virales, intentando conseguir una “cura esterilizante” [36, 37].

La calidad de vida de las personas infectadas ha mejorado drasticamente gracias a los avances
en la terapia antirretroviral, prolongando la expectativa de vida de los pacientes, previniendo el
desarrollo de enfermedades asociadas al SIDA y reduciendo sustancialmente el riesgo de
transmision del virus. Sin embargo, la probabilidad de padecer enfermedades no relacionadas con
el SIDA, como el cancer, enfermedades cardiovasculares, neurolégicas, renales y Oseas, es
mayor en individuos infectados con VIH-1 en comparacion con individuos sanos [38]. Estas
enfermedades estan asociadas al hecho de que el tratamiento si bien controla la viremia, no
restaura completamente el estado inmunolégico de los pacientes infectados, los cuales presentan
un estado de activacion inmune e inflamacion crénica.

Se han propuesto diversas causas que permitirian explicar la inflamacioén crénica y la activacién
inmune persistente en los pacientes VIH-1(+): (i) niveles excesivos de productos microbianos

translocados, como consecuencia del deterioro del sistema inmune de mucosas (en particular el



intestinal) (ii) niveles excesivos de otros patdgenos que causan infecciones cronicas, tales como el
CMV vy (iii) pérdida de respuestas inmunorreguladoras [39, 40].

La mucosa intestinal contiene una alta concentracion de células T CD4+ que expresan CCR5 y
son susceptibles al VIH-1. Durante la infeccién aguda, el virus se propaga rapidamente por todo el
tejido linfoide asociado al intestino (GALT), lo que conduce directamente a la pérdida de células T
CD4+ e indirectamente a lesiones epiteliales [26, 41, 42]. La pérdida de la integridad de la mucosa
da como resultado una exposicion sostenida dentro de la mucosa intestinal a productos
microbianos proinflamatorios. Con la progresion de la enfermedad, la translocacion de productos
microbianos y sus efectos inflamatorios se vuelven sistémicos [33, 43-45]. La terapia antirretroviral
efectiva puede atemperar este proceso, particularmente si se inicia tempranamente, pero el efecto
es incompleto [46-48]. Asimismo, el dafio en los 6rganos linfaticos (principalmente por fibrosis)
también es revertido parcialmente con la terapia, lo que resulta en un estado de inmunodeficiencia
indefinida, contribuyendo al estado de inflamacién crénica [40]. Finalmente, como consecuencia
de la activacion inmune persistente y la inflamacion, los linfocitos T CD4+ y monocitos presentan
alteraciones de su funcionalidad, las cuales van acompafiadas de un incremento de la glicélisis
aer@bica [49, 50]. La caracterizacion metabolica de células T CD4+ en el contexto de la infeccién
por el VIH-1 es parte de la tematica que aborda nuestro grupo de trabajo y sera uno de los objetos
de estudio en la presente tesis doctoral, por lo que a continuacién se procedera a describir la
relacién existente entre el metabolismo de glucosa y la funcion efectora celular en el marco de un

concepto nuevo y en constante avance denominado inmunometabolismo.



Inmunometabolismo: rol de HIF-1a

Programa metabdlico en Linfocitos T

La funcionalidad de las células del sistema inmune, incluyendo a los linfocitos T, se encuentra
intimamente relacionada con el metabolismo celular. La creciente evidencia de que funcién
inmune y metabolismo son procesos indisolubles ha dado origen al concepto de
inmunometabolismo.

El estudio del metabolismo celular y la manera en que el mismo se modifica segun el estado
funcional de las células se inici6 hace mas de medio siglo, gracias a las observaciones de Otto
Warburg [51]. Los conocimientos bioquimicos de la época sostenian que la glucosa que ingresaba
a la célula era convertida en piruvato para luego ser oxidado mediante la fosforilacién oxidativa.
En cambio, si la célula no disponia de oxigeno, el piruvato era convertido en &cido lactico,
mediante glicélisis anaerdbica, para generar ATP (adenosina trifosfato). Sin embargo, Warburg
observé que las células cancerigenas metabolizaban la glucosa mediante glicdlisis, incluso en
presencia de suficiente oxigeno para llevar a cabo la fosforilacién oxidativa [52]. Estos hallazgos
fueron controversiales, ya que se creia que las células convertirian piruvato en acido lactico
solamente en ausencia de oxigeno o cuando las mitocondrias estuviesen dafiadas. Este
fendmeno, observado en células que metabolizaban glucosa mediante glicélisis, incluso en
presencia de oxigeno, se denominé glicélisis aerdbica.

Warburg también fue uno de los primeros en estudiar el metabolismo leucocitario y descubrid
que lo observado en células cancerigenas, también ocurria en los leucocitos activados: los
leucocitos en reposo utilizaban principalmente un metabolismo oxidativo aerébico, mientras que la
estimulacion conducia a la glicélisis aerdbica como programa metabdlico primario [53].

La similitud metabdlica entre células cancerosas y linfocitos activados no es casual. Tanto las
células cancerosas como los linfocitos estimulados activan un programa de rapido crecimiento y
proliferacion, por lo tanto, comparten una demanda metabdlica que debe priorizar la rapida
biosintesis de proteinas, lipidos y acidos nucleicos por sobre la produccion eficiente de ATP. La

glicdlisis es una secuencia de diez reacciones catalizadas por las enzimas Hexoquinasa, Glucosa-



6-P isomerasa, Fosfofructoquinasa, Aldolasa, Triosa fosfato isomerasa, Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, entre otras. La glucosa metabolizada es convertida en metabolitos intermediarios
(fructosa, galactosa, etc) siendo el acido lactico el producto final. Si bien la glicélisis aerdbica es
menos eficiente que la fosforilacion oxidativa en términos de generacion de energia,(ya que la
primera produce solamente 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa, contra 32 moléculas de
ATP producto de la segunda) el cambio de fosforilacion oxidativa a glicolisis se adapta
perfectamente a la demanda metabdlica que sufren las células en proliferacién, ya que mientras el
metabolismo oxidativo canaliza el piruvato derivado de la glucosa a la mitocondria para su
oxidacién hasta diéxido de carbono, la glicélisis aerdbica produce intermediarios metabdlicos que
pueden usarse como precursores para la sintesis de biomoléculas. Por ejemplo, el fosfato de la
dihidroxiacetona (DHAP) es fuente de glicerol que se combina con &cidos grasos para formar

lipidos. Por el contrario, la fosforilacién oxidativa consume lipidos y aminoacidos para su oxidacion

[54](Figura 5).
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Figura 5. En células T el programa metabdlico utilizado coincide con su demanda funcional.

Las células T en reposo oxidan el piruvato derivado de glucosa, junto con los lipidos y aminoacidos para producir
eficientemente ATP (energia) requerido para la vigilancia inmune. Tras la activacion, la oxidacién de los lipidos esta
regulada negativamente, y la glicélisis aerébica aumenta, con el fin de producir precursores biosintéticos necesarios

para el crecimiento y la proliferacion celular. Al final de una respuesta inmune, las células que sobreviven para



convertirse en células T de memoria vuelven a la oxidacion de lipidos con una mayor capacidad para la generacion de

energia eficiente. (Adaptado de [55])

Por lo tanto, el balance entre glicélisis y el metabolismo mitocondrial es esencial para permitir
que la célula lleve a cabo sus funciones. En este sentido, ha sido demostrado que los distintos
perfiles de linfocitos T CD4+ muestran diferencias metabdlicas que pueden reflejar necesidades
funcionales especificas [55]. Por ejemplo, los linfocitos T CD4+ Thl y Th1l7 poseen una actividad
glicolitica aumentada. Por el contrario, en los linfocitos Treg predomina la oxidacion de lipidos.

Estudios recientes explican cémo es regulado el metabolismo de las células T, y cédmo los
cambios en el metabolismo afectan la funcién celular. En particular, las células T en reposo
parecen oxidar piruvato junto con lipidos y aminoécidos. Tras la activacion, la glicolisis aumenta
junto con la oxidacién de glutamina. Sin embargo, la oxidacién de lipidos disminuye drasticamente
y se favorece la sintesis lipidica. Al finalizar la respuesta inmune, la mayoria de las células
mueren. Sin embargo, las células que sobreviven para convertirse en células de memoria vuelven
a la oxidacion de lipidos y a generar energia eficientemente. Estos procesos son transcripcional y
postranscripcionalmente controlados. Existen varios reguladores del metabolismo celular, los
cuales pueden promover (por ejemplo, mTORC1) o inhibir (por ejemplo, AMPK) la glicélisis
aerodbica.

El Factor Inducible por Hipoxia-1a (Hypoxia-Inducible Factor 1 alpha; HIF-1a) es un factor de
transcripciéon que desempefia un papel central en la coordinacién del metabolismo y la funcién
celular. Si bien, la actividad de HIF-1a suele ser desencadenada en respuesta a hipoxia, en las
células inmunes, HIF-1oa también puede ser activado en condiciones no hipoxicas.
Independientemente de la via de activacién, HIF-1la induce la transcripcion de genes que
participan en la glicdlisis. Esta regulaciéon metabdlica es critica para las funciones efectoras de las
células T [56-58]. Cabe destacar que HIF-1la también puede favorecer directamente la
diferenciacion de células Th17 a través de la activacion transcripcional de RORyt e inhibiendo el

desarrollo de linfocitos Treg uniéndose y promoviendo la degradacion de Foxp3 [59].



En la presente tesis doctoral se evaluard la relevancia de este factor de transcripcion y el papel
que juega en la inmunopatogenia del VIH-1, por lo que a continuacion se realizara una descripcion

mas profunda.

Factor Inducible por Hipoxia 1 alfa

Los factores de transcripcion inducible por hipoxia (HIF) controlan la respuesta celular a la
hipoxia y coordinan un programa transcripcional que asegura la adaptacion funcional, metabdlica y
vascular 6ptima ante la escasez de O,, [60], siendo reguladores clave en varios escenarios, tanto
fisiolégicos como patoldgicos. Existen varios reportes que demuestran su participacion en
procesos tumorales, regulando el crecimiento tumoral, la angiogénesis, y el desarrollo de
metastasis [61]. También juega un papel critico en eventos de isquemia y en la mantencién del
ciclo celular en células madres hematopoyéticas, entre otros [61, 62]. Si bien al principio las
funciones descriptas para HIF-1o. estaban asociadas a la disponibilidad de oxigeno, actualmente
se sabe que varios estimulos en condiciones de normoxia promueven la actividad de HIF
(especialmente en células del sistema inmune), con la consecuente transcripcion de los genes que
regula.

HIF forma un complejo heterodimérico, que actia como regulador transcripcional de genes
cuyos promotores contienen la secuencia consenso 5-RCGTG-3°, denominada elemento de
respuesta a hipoxia (hypoxia response element, HRE) [63-65]. EI complejo regulador esta
compuesto por HIF-1f3, que se expresa constitutivamente, y una de las isoformas de HIF-a: HIF-
la 0 HIF-2a. Las proteinas adicionales se unen al complejo como coactivadores y contribuyen en
la modulacién de la transcripcion de los genes diana [66]. Entre estos genes estan las enzimas
gue controlan los cambios metabdlicos necesarios para la adaptacion celular 6ptima a la hipoxia,
es decir aquellas enzimas necesarias para llevar a cabo la glicélisis (la Hexoquinasa, la Piruvato
deshidrogenasa, la Lactado deshidrogenasa, etc) [60, 61].

Es importante destacar que HIF-1a se expresa practicamente en todas las poblaciones

celulares, incluyendo aquellas del sistema inmune innato y adaptativo, tales como macréfagos



[67], neutrdfilos [68], células dendriticas [69] y linfocitos [70]. El papel que juega HIF-1a en estas

células sera discutido mas adelante.

Vias de estabilizacion del factor inducible por hipoxia

La estabilidad de la subunidad HIF-loo estd regulada principalmente de manera
postranscripcional por la disponibilidad de oxigeno a través de las enzimas prolilhidroxilasas
(PHD) dependientes de hierro. Ante la disponibilidad de oxigeno, las PHD estan activas e
hidroxilan a HIF-1a, marcandolo para la degradacién proteasomal en un proceso mediado por la
ubiquitinacion dependiente de la proteina supresora de tumores de Von Hippel-Lindau (VHL). Si la
concentracion de oxigeno disminuye, las PHD se vuelven inactivas, ya que el O, actia como
cofactor de esta enzima, lo que resulta en la acumulacién intracelular de HIF-1a. El factor inhibidor
de HIF (FIH) proporciona otro mecanismo de regulacién mediante la hidroxilacién de residuos de
asparaginilo en HIF-1a bloqueando su interaccion con coactivadores como P300, necesarios para
formar un complejo transcripcional eficaz [61].

En el contexto inflamatorio, una disminucién en la disponibilidad de O,, consecuencia del dafio
vascular y alteraciones en el flujo sanguineo local provocan una disminucion de la hidroxilacion de
HIF-1o. dependiente de PHD y FIH, lo que permite su estabilizacién y translocacién nuclear
(Figura 6A; [61]). Asimismo, la estabilizacion de HIF-1a en células inmunes puede ocurrir
independientemente de la disponibilidad de oxigeno (Figura 6B). Esto ultimo se discutird en

profundidad a continuacion.

HIF-1a e inmunidad

Como se ha mencionado previamente, un microambiente inflamatorio (caracterizado por una
baja disponibilidad de O,) puede regular y promover la expresion de HIF-1a en células mieloides,
lo que impulsa un cambio metabdlico modulando el consumo de oxigeno y la producciéon de

energia. Estos cambios son necesario para la eliminacion de patégenos o células tumorales. Los



Introduccioén

macrofagos M1 (los cuales poseen un perfil pro-inflamatorio) cambian su metabolismo
aumentando la tasa de glicolisis aerdbica, y utilizando la fosforilacion oxidativa en niveles basales,
mientras que los macrofagos antinflamatorios M2 (inducidos por IL-4) tienen una actividad
glicolitica moderada pero una mayor actividad oxidativa (Figura 7C, [71]). Estudios previos en
ratones, demuestran que la delecion de HIF-1a, especificamente en células mieloides, generan

una respuesta inflamatoria defectuosa, asociada a una menor tasa de glicélisis y una menor
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Figura 6. Mecanismos de estabilizacién de HIF-1a en células inmunes

(A) dependiente de O2. Cuando hay oxigeno disponible, HIF-1a es hidroxilado por PHD, enzimas que dependen del
oxigeno y cofactores de hierro. Cuando HIF-1a es prolil-hidroxilado, se poliubiquitina por VHL, marcandolo para la
degradacion por proteosoma. FIH hidroxila HIF-1a en la asparagina 803, que no conduce a la poliubiquitinacién, sino
que bloquea las interacciones entre HIF-1a. y p300/CBP, un miembro del complejo HIF que actia como coactivador de
la transcripcion de los genes blancos. Cuando la tensién de oxigeno disminuye, La actividad de PHD y FIH esté inhibida,
lo que conduce a la acumulacion de HIF-1a,la translocacion nuclear, la heterodimerizacion con HIF-13 y el
reclutamiento de p300/CBP. El complejo transcripcional HIF se une a los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE)
para controlar la expresion de los genes blanco. (B) O independiente. Los productos bacterianos son reconocidos por
TLR expresados en células mieloides, sefializando a través de NF-xB para aumentar la transcripcion de Hifla. De

manera similar, la activacion del TCR tras la presentacion del antigeno en linfocitos T conduce a una mayor
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transcripcion de Hifla y la acumulacion de la proteina HIF-1a, incluso en presencia de oxigeno. Aunque se desconoce

el mecanismo de induccion del ARNm de Hifla, la activacion de PI3K y mTOR parece estar implicada en la induccién de

HIF-1o mediada por el TCR. (Adaptado de [57])

generacion de energia debido a la ausencia de HIF-1a. Como resultado la agregacion, invasion y
motilidad de los macréfagos se vieron disminuidas, asi como la actividad bactericida de estas
células [67]. Notablemente, HIF-1a en células mieloides contribuye a la inflamacion en el tejido
sinovial de la artritis reumatoide donde el microambiente es hipoxico [72]. De hecho, la relacion
entre las respuestas hipéxica e inflamatoria esta estrechamente controladas (Figura 7). Sin
embargo, también se ha documentado que la expresion de HIF-1a es aumentada en macrofagos

infectados con bacterias, incluso en condiciones de normoxia, regulando la capacidad fagocitica y

microbicida de esta célula inmune. (Figura 6 B; [73]).
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Figura 7. HIF-1a e inmunidad

(A) Inflamacion. HIF-1a y NF-kB regulan las funciones inflamatorias esenciales en las células mieloides. HIF-1a
aumenta la agregacion, invasion y motilidad de los macrofagos e impulsa la expresiéon de citoquinas proinflamatorias.
(B) Infeccion. HIF-1a promueve la eliminacion de bacterias fagocitadas por macréfagos y favorece la actividad
antibacteriana a través de la produccion de proteasas, la liberacién de 6xido nitrico (NO) y TNF-a. (C) Metabolismo. HIF-
la en las células mieloides aumenta la transcripcién de enzimas glicoliticas, lo que resulta en un aumento del consumo

de glucosa y la tasa de glicdlisis. Es importante destacar que la entrada de piruvato en el ciclo del acido citrico (TCA) se



inhibe y es convertido en lactato, que es liberado en el compartimiento extracelular. Esta adaptacion metabdlica da
como resultado una disminucidon del consumo de O, al limitar la tasa de fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Los
macréfagos polarizados M1 y M2 muestran diferentes preferencias metabdlicas: mientras que los macréfagos M1
dependen de la glicolisis como fuente de energia, los macréfagos M2 tienen un metabolismo dependiente de OXPHOS.

(Adaptado de [57])

Si bien los mecanismos que promueven la expresion y actividad de HIF-1la ante distintas
infecciones bacteriana no son del todo conocidos, se han reportado varios trabajos donde se
describen algunos estos mecanismos. Por ejemplo, se ha descripto que los sider6foros
enterobacterianos, que son agentes quelantes de hierro de alta afinidad, pueden conducir a la
estabilizacién de HIF-1a al limitar la disponibilidad de hierro para la hidroxilacion mediada por
PHD [74]. A su vez, el lipopolisacéarido (LPS), un importante componente de la membrana celular
de bacterias Gram negativas, induce la acumulacién de proteina HIF-1a en macréfagos a través
del aumento de su expresion transcripcional y traduccional, actuando independientemente de la
estabilizacién inducida por hipoxia [75]. Por otro lado, el factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), un actor clave en la regulacién de la respuesta
inmune a la infeccion, también es requerido para la expresién transcripcional del ARNm de HIF-1a
inducida por bacterias en macréfagos [76].

Como fue mencionado, HIF-1a juega un papel fundamental no solamente en la inmunidad
innata, sino también en la inmunidad adaptativa. Las células inmunes adaptativas también pueden
estabilizar HIF-1a a través de mecanismos independientes del oxigeno (Figura 6B). La activacion
del receptor de células T (TCR) induce la acumulacién sustancial del ARNm vy la proteina de HIF-
la, especialmente en el linaje de linfocitos proinflamatorio Th17, por un mecanismo dependiente
de STATS3, donde la IL-6 y el factor de crecimiento transformante-3 (TGF-f) potencian la expresion
del ARNm de HIF-1a [56, 59, 77-79].Por el contrario, la estimulacion de las células T CD4+
diferenciadas con citoquinas que promueven otros perfiles mostré aumentos minimos en el ARNm
o la proteina de HIF-la tras la activacion [56, 59]. Las células T CD8+ también estabilizan

rapidamente las proteinas HIF-1a tras la estimulacion del TCR in vitro en condiciones de normoxia



[80-82]. Por lo tanto, HIF-1a. cumple un rol clave en la integracion de sefiales mediadas por
receptores como el TCR y citoquinas, participando en la diferenciacién del linaje de células T
CD4+, independientemente de la disponibilidad de oxigeno. De forma similar a los macrofagos, la
produccion de especies reactivas del oxigeno (reactive oxygen species, ROS) por las células T
activadas [83] puede constituir otro mecanismo de induccion de HIF-1a. Las especies reactivas de
oxigeno pueden conducir a un aumento de la transcripcion y la funcion de HIF-1a activando su
promotor [84] o regulando la funcion de las hidroxilasas, en especial de la asparaginil hidroxilasa

FIH [85].

HIF-1a e infecciones virales

Diversos virus tienen la capacidad de inducir la actividad de HIF-1a, favoreciendo al patégeno en
lugar de al huésped. En particular, ciertos virus han desarrollado mecanismos para estabilizar HIF-
la ejerciendo un efecto antiapoptético que promueve la supervivencia de la célula infectada.
Asimismo, la proteina HBx del virus de la hepatitis B aumenta la transactivacion de HIF-1la
mejorando su asociacion con la proteina de unién al elemento de union a CREB [86], promoviendo
la expresion de genes asociados a angiogénesis en hepatocitos de ratones transgénicos que
expresan HBx. El antigeno nuclear asociado a latencia (LANA) del Herpesvirus asociado al
sarcoma de Kaposi (KSHV) aumenta la expresion proteica de HIF y su actividad transcripcional en
la linea celular PEL (células de linfoma B), siendo necesario para el inicio de la replicacion viral en
condiciones hipoxicas [87]. Otro mecanismo responsable del aumento de la concentracion de HIF-
la, en células epiteliales, fue descripto para la oncoproteina LMP1 del virus de Epstein-Barr
(EBV), la cual aumenta la degradacion proteasomal de PHD1 y PHD3 que normalmente marcan
HIF-1a para su degradacion [88].

Si bien HIF-1a es conocido por regular la expresion de genes celulares, también se ha
demostrado que su actividad es necesaria para la transcripcion génica de algunos virus. En

células de la glia, tanto la infeccién por VIH-1 como por el virus John Cunningham (John



Cunningham virus, JCV) poliomavirus, HIF-1o estimula directamente la transcripcion de los genes
virales al unirse al LTR del VIH-1 [89] o al promotor temprano del JCV poliomavirus [90]. En
particular, Deshmane y colaboradores han demostrado que Vpr es la proteina viral del VIH-1
responsable de aumentar la expresion de HIF-1o mediante la generacion de especies reactivas
del O,. Sin embargo, si el VIH-1 tiene la capacidad de aumentar la expresion y/o actividad de este
factor de transcripcion no ha sido evaluado en linfocitos T CD4 (el principal blanco celular del VIH-
1).

Cabe destacar que, en los trabajos mencionados, son proteinas virales las que regulan la
expresion o actividad de HIF-1a. Sin embargo, existen pocos trabajos que indiquen que un patron

molecular asociado a patégeno (PAMP) viral sea responsable de dicha induccién.



Vesiculas Extracelulares

La comunicacién intercelular es un sello distintivo de los organismos multicelulares. Durante
muchos afios fue considerado que este fenémeno era fundamentalmente mediado por el contacto
directo entre células o por moléculas secretadas al espacio extracelular, las cuales luego
estimulan receptores en la célula diana modificando su funcién (por ejemplo, hormonas o
citoquinas). Un conjunto importante de trabajos realizados a lo largo de las ultimas dos décadas
han descripto un tercer mecanismo de comunicacién que implica la transferencia de vesiculas
extracelulares (VES) entre una célula productora y una célula diana [91]. Las VEs consisten en
estructuras envueltas en una bicapa lipidica, que ya sea en su interior o en la superficie, contienen
proteinas, lipidos, ARNm, micro ARNs y ADN. Estas moléculas pueden estimular receptores en la
superficie de la célula blanco o, alternativamente, ser liberadas en el interior de la célula luego de
la fusion entre la membrana de la VE y la membrana celular. Desde su descubrimiento, se ha
comprobado la presencia de VEs en todos los fluidos biologicos analizados [92].

Si bien existen diversos tipos de VEs, diferenciables principalmente por su ruta de biogénesis y
su tamafio, los exosomas y las microvesiculas representan los tipos de vesiculas mas estudiados
a la fecha. Los exosomas se caracterizan por medir entre 50 y 150 nm de diametro y por tener un
origen endosomal. Durante la maduracién de los endosomas, la membrana limitante de los
mismos se invagina hacia la luz, dando origen a una gran cantidad de vesiculas intraluminales
(VILs) [93]. Por este motivo, los endosomas tardios son conocidos también como endosomas
multivesiculares (EMVs). El transporte de EMVs a la membrana plasmatica requiere de su
interaccion con los microttbulos y los filamentos de actina. Las proteinas de la familia RabGTPasa
regulan estos procesos. Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que Rab2b, Rab5a,
Rab9a, Rab27a y Rab27b estan involucradas [94].

Las microvesiculas, en cambio, poseen un diametro que puede ir de los 100 a los 1000 nm y
brotan directamente de la membrana plasmética celular (Figura 8). Las proteinas que regulan la

biogénesis de las microvesiculas son menos conocidas.
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Figura 8. Rutas de liberacion de Exosomas y Microvesiculas.

Las microvesiculas brotan directamente de la membrana plasmatica. Por el contrario, los exosomas se generan por
brotacion hacia el interior de los endosomas tempranos y/o multivesiculares y se liberan por fusién de estos ultimos con
la membrana plasmética. Otro destino de los EMVs es la fusion con los lisosomas resultando en la degradacion del

contenido (Adaptado de [91])

Vesiculas Extracelulares e inmunidad

Casi todos los tipos celulares, incluyendo células del sistema inmunoldgico, pueden secretar
vesiculas extracelulares, cuyo contenido van a impactar en la funcionalidad de las células blanco.
Esta propiedad de transmitir “sefales” podria ser necesaria para expandir la respuesta
inflamatoria. En este sentido, reportes previos muestran que las vesiculas extracelulares pueden
transferir antigenos, asi como también sefiales que pueden promover la activacion de las células
receptoras. Por ejemplo, macrofagos que han sido infectados con Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium o Toxoplasma gondii liberan vesiculas
extracelulares que portan antigenos microbianos, asi como patrones moleculares asociados a
patégenos que promueven una respuesta inflamatoria dependiente del receptor de tipo Toll
activado [95]. Por otro lado, las vesiculas extracelulares derivadas de mastocitos, las cuales

contienen cantidades relativamente altas de la proteina de choque térmico 60 (HSP60) y HSPAS



(también conocida como HSC70), promueven la maduracion de células dendriticas (CDs) en
ratones [96].

Las interleuquinas son mensajeros quimicos solubles, secretados principalmente por leucocitos,
para transmitir “sefiales” a la célula receptora, por lo que no es extrafo pensar que estas
moléculas utilicen a las VEs como “transportadores” de las mismas. Por ejemplo, la interleuquina-
1B (IL-1B), es una citoquina que carece de la secuencia lider necesaria para la secrecion por la via
clasica y es liberada dentro de las vesiculas extracelulares secretadas por las CDs y los
macroéfagos [97, 98]. A diferencia de la IL-18, otras citoquinas se transportan en la superficie de la
vesicula extracelular. Asimismo, miembros de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF),
incluido el ligando CD95 (CD95L, también conocido como FASL), el ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF (TRAIL, también conocido como TNFSF10) y el ligando CD40 (CD40L,
también conocido como CD154), se transportan en la membrana de las VEs [99]. Las VEs
también pueden participar en la funcién citotéxica de los linfocitos T citotoxicos (CTLs), de células
asesinas naturales (NK) y de CD a través de la liberacion polarizada de vesiculas extracelulares
portadoras de CD95L (FASL) [100-103]. Ademas, las vesiculas extracelulares parecen tener un
papel en la mediacion de enfermedades inflamatorias y autoinmunes; por ejemplo, las vesiculas
extracelulares en el suero y que derivan de los fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis
reumatoide tienen niveles mas altos de una forma de TNF unida a la membrana, que es un blanco
clave en el tratamiento de la artritis reumatoide [104]. Sorprendentemente, estas vesiculas
extracelulares TNF-positivas hacen que las células T activadas sean resistentes a la apoptosis, lo

gue podria contribuir a la patogénesis mediada por células T de la artritis reumatoide [105].

Vesiculas Extracelulares y Virus

Las VEs cumplen varias funciones en las infecciones virales: i) pueden comunicar células
infectadas con células no infectadas, ii) pueden transportar componentes virales o viriones enteros
iii) pueden evitar el reconocimiento inmunolédgico de virus 0 componentes virales, iiii) pueden

promover una respuesta antiviral [106, 107] [108, 109]. En el caso del VIH-1, la proteina Nef es



transportada en VE circulantes de individuos infectados [110, 111], permitiendo que esta proteina
viral cumpla sus funciones biologicas en células no infectadas sin ser expuesta al sistema
inmunoldgico.

Las VEs también pueden afectar la replicacion viral. Sin embargo, lo pueden hacer en dos
sentidos opuestos [112-114]. Por un lado, las VEs pueden promover la replicacién viral [114, 115]
0, por el contrario, pueden restringirla al desencadenar la respuesta inmunitaria del huésped. Por
ejemplo, células infectadas por el virus del herpes simplex tipol(HSV-1) liberan vesiculas
extracelulares que transportan factores virales y componentes celulares (como el estimulador de
genes de interferén; STING) a células no infectadas, activando la produccion de interferén de tipo |
e impactando negativamente en la infeccién de HSV-1 [116].

Debido a su tamafio y composicién bioquimica, los virus y las VEs tienen propiedades biofisicas
similares. Como fue mencionado, los exosomas tienen un diametro menor a 100nm y las
microvesiculas poseen un didmetro de 100-1.000nm. De forma similar, el diametro de los virus
varia desde los 30nm (poliovirus), 120-140nm (herpesvirus) y 200-300nm (poxvirus) [113]. Esta
similitud aumenta la dificultad para obtener poblaciones puras de VEs que no estén contaminadas
con virus y viceversa.

Otra similitud que comparten virus y VE, es su via de liberacién. Los virus, al igual que las VE, se
liberan a través de la membrana plasmatica o a través de la via de los MVB. Por ejemplo, algunos
retrovirus, como el VIH-1, se ensamblan en la cara interna de la membrana plasmatica, mientras
gue otros retrovirus, como el virus del mono Mason-Pfizer (MPMV), se ensamblan primero en el
citoplasma antes de su transporte a la superficie celular [117, 118]. Algunos virus no estan
envueltos y no requieren una envoltura para ser infectivos, sin embargo, se pueden incorporar a
VE para su liberacién. Recientemente se ha demostrado que el virus de la hepatitis A (HAV) se
secreta dentro de VE que pueden transportarse potencialmente a células no infectadas [119].
Otros enterovirus pueden empaquetar hasta ~ 20 particulas en una sola vesicula sin matar a la

célula huésped [120].



Vesiculas Extracelulares y VIH-1

Dado que vesiculas y virus comparten caracteristicas fisicoquimicas similares, se ha propuesto
que durante el ensamblado y la liberacion del VIH-1, éste usurpa la maquinaria celular de
secrecién de exosomas explotando esta via para la biogénesis de particulas virales [112, 121].
Esta idea es conocida como la “Hipétesis del Exosoma de Troya”, propuesta por el Dr. Stephen
Gould [112]en el 2003. Llamativamente, ambas particulas presentan un tamafio aproximado de
100 nm y una composicién peculiar con un alto enriquecimiento de las tetraspaninas CD9, CD63,
CD81 y CD82, colesterol y esfingolipidos. La secrecién de exosomas se produce tras la fusién de
la membrana limitante de los endosomas tardios/cuerpos multivesiculares (multivesicular body,
MVB) con la membrana plasmatica, dando como resultado la liberacion extracelular de sus
vesiculas intraluminales [122]. Paralelamente, estudios de microscopia electrénica demostraron
que, en macroéfagos, VIH-1 brota en compartimientos intracelulares enriquecidos en CD63 y MHC-
Il que, al fusionarse con la membrana plasmatica, liberan de particulas virales infectivas [123]. Si
bien en linfocitos T CD4+ el ensamblado del VIH-1 ocurre en la membrana plasmatica, este
proceso se lleva a cabo en estructuras conocidas como “dominios similares a endosomas”
(endosome-like domains en inglés), cuya composicion se asemeja a la de los endosomas tardios
[124]. Nuestro grupo de trabajo ha identificado el papel clave de Rab27a en el ensamblado viral.
Esta RabGTPasa regula el trafico de Gag hacia la membrana promoviendo la formacion de
particulas virales en linfocitos T CD4 y en macréfagos [125].
Cabe destacar que el VIH-1 no solamente altera el tréfico vesicular para la produccion de
particulas virales, sino también, puede alterar las caracteristicas de las VEs liberadas por la célula
infectada. Se ha mencionado previamente en este manuscrito que VE provenientes de células
infectadas con VIH-1 pueden transportar la proteina viral Nef, permitiendo ejercer su funcién
biol6gica en células no infectadas. También se ha reportado que estas vesiculas pueden contener
miARNs que influyen en la interaccion entre el VIH-1 y el sistema inmunolégico. EI ARN-TAR
derivado del LTR de VIH-1 fue encontrado en forma de pre-miARN en exosomas derivados de

células infectadas, y se demostré que estos ARNs podrian inhibir la apoptosis de las células



receptoras al disminuir la expresion de proteinas pro-apoptoticas Bim y Cdk9 [126]. EI mismo
grupo demostré mas tarde que el ARN de TAR en exosomas de células infectadas por VIH-1 fue
capaz de modular la expresion génica de citoquinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-3, en
macrofagos primarios humanos, [127]. Sin embargo, no existen estudios exhaustivos respecto el
origen, regulacion y funcionalidad de VE en el contexto de la infeccion y patogenia del VIH-1. La
necesidad de comprender con mas detalle estos fenébmenos motiva su estudio en la presente tesis

doctoral.



Hipotesis y Objetivos

Hipotesis:

Nuestra hipétesis de trabajo postula que la infeccion de linfocitos T CD4+ con VIH-1 induce un
incremento de la actividad del factor de transcripcién HIF-1o. La activacion de la via de HIF-1a
impacta tanto en la replicacion viral como en el metabolismo y la funcionalidad inmune de los
linfocitos. Por lo tanto, hipotetizamos que HIF-1a cumple un papel destacado en la patogénesis de

la infeccién con VIH-1.

Objetivos:

El objetivo general de este trabajo de tesis es identificar nuevos actores moleculares implicados
en la replicacion viral y en el desarrollo de inflamacién sistémica cronica durante la infeccion con
VIH-1. Para desarrollar el objetivo general se postulan los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar el nivel de actividad de HIF-1a en linfocitos T CD4+ infectados con VIH-1.

2. Evaluar si la actividad de HIF-1a tiene influencia en la replicacion del VIH-1 en linfocitos T
CDA4+,

3.  Estudiar el papel que desempefia HIF-1a en la promocion de inflamacion durante la

infeccién con VIH-1.
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Materiales y métodos

Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron: HEK 293T, GHOST X4/ R5, HelLa y Jurkat. Las lineas
HEK 293T y GHOST son células de origen epitelial derivadas de rifiédn humano y osteosarcoma
humano, respectivamente. La linea HEK293T presenta una elevada susceptibilidad a la
transfeccion. Las células de la linea GHOST X4/R5 estan transducidas establemente con el vector
retroviral MV7neo-T4 y co-transfectadas de manera estable con los constructos LTRVIH-2/GFP y
CMV IE, que dirigen la expresion de GFP dependiente de VIH-1 y la resistencia a higromicina,
respectivamente. Estas células expresan de manera estable el receptor CD4 y los co-receptores
CXCR4 y CCR5 que son mantenidos mediante seleccion con antibiéticos [128]. Por lo tanto, la
infeccion viral de estas células puede evaluarse mediante la cuantificacién por citometria de flujo
(Flourescence Activated Cell Sorting, FACS) de células que expresen la proteina fluorescente
verde (Green Fluorescent Protein, GFP). La linea celular HeLa corresponde a células epiteliales
humanas provenientes de un carcinoma cervical. La linea celular Jurkat son células linfoblasticas
T CD4+ humanas derivadas de una leucemia linfoide aguda. En este estudio fue utilizado el clon
E6.1. Todas las lineas celulares fueron incubadas a 37°C, en atmdsfera himeda y con 5% CO..
Las células HEK 293T, HeLa y GHOST X4/ R5 se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco's
modified Eagle, Gibco® Life TechnologiesTM) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB,
Gibco), 2mM L-glutamina (Gibco), 100U/ml penicilina (Gibco) y 100ug/ml estreptomicina (Gibco).
El medio de cultivo de las células GHOST contiene ademas 100ug/ml higromicina (Sigma), 500
ug/ml G418 (Sigma) y 1 pg/ml puromicina (Sigma). La linea Jurkat fue cultivada en RPMI (Gibco)
complementado con 10% suero fetal bovino (SFB, Gibco), 2mM L-glutamina (Gibco), 100U/ml
penicilina (Gibco) y 100pg/ml estreptomicina (Gibco). Todas las lineas usadas en este trabajo

fueron obtenidas a través del NIH AIDS Research and Reference Reagent Program.
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Lineas celulares reporteras de la actividad de HIF-1a

Para evaluar la actividad transcripcional de HIF-1a, se generaron lineas celulares reporteras
estables utilizando el vector 5SHRE-hCMV-d2EGFP (HRE-GFP) a través de la electroporacion o
transfeccion de células Jurkat, HeLa y HEK 293T. Las células Jurkat (5x10° células) se
electroporaron con 20 ug de ADN a 0,26 V/960 uF utilizando el sistema de electroporacién Gene
Pulser Il (Bio-Rad). Luego de la electroporacién, las células se resuspendieron en medio
RPMI1640 suplementado con 10% de SFB (Gibco) y tres dias después, se afiadi6 G418 para la
seleccidn de las células que incorporaron el plasmido (Jurkat HRE-GFP). Las células HeLa y HEK
293T se transfectaron con 1ug/ml del vector HRE-GFP utilizando el agente de transfeccion X-
TremeGene (Roche). Las células se cultivaron en DMEM suplementado con 10% de FCS. Tres
dias después se afiadi6 G418 al cultivo de células HelLa para la seleccion de células que
incorporaron el plasmido. Para seleccionar células que expresan cantidades detectables del
reportero GFP, las células se estimularon con CoCl, (100uM) durante 24h y las células GFP
positivas fueron separadas utilizando un citémetro “sorter” BD FACSAria para obtener células

Jurkat, HeLa y 293T HRE-GFP.

Células primarias y condiciones de cultivo

Se aislaron células T CD4+ primarias de a partir de sangre de donantes sanos andnimos
mediante seleccion negativa usando el kit de aislamiento de células T CD4+ (MiltenyiBiotec)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células se estimularon con perlas anti-
CD3/CD28/CD2 (MiltenyBiotec) durante dos dias en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con 10% de SFB (Gibco) y 10 U/ml de rIL-2. Para los estudios realizados en
macréfagos se aislaron monocitos a partir de sangre de donantes sanos an6nimos mediante
centrifugacion diferencial en gradiente de densidad utilizando Ficoll (GE Healthcare) y
posteriormente Percoll (GE Healthcare). Los monocitos aislados se plaquearon durante 2h sin
suero y posteriormente fueron diferenciados a macréfagos mediante el agregado de 50 ng/ml de

GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor, MiltenyiBiotec) al medio de cultivo
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por 4 dias. Para inhibir los distintos pasos del ciclo de replicacion viral, se utiliz6 Enfuvirtide
90mg/ml (Roche), Efavirenz 100nM (Sigma), Nevirapina 1uM (Sigma), Raltegravir 30uM (Sigma) y
AZT 10uM (Sigma). Para inhibir la actividad de HIF-1a, las células se cultivaron con Equinomicina
1nM (Cayman Chemical). Para inhibir la produccién de ROS mitocondrial, las células se cultivaron
con MitoTEMPO (500 uM, Sigma). Los experimentos de Transwell se realizaron con membranas
con poros de 0,45 uM (JetBiofil). Se cocultivaron células CD4+ primarias (5x10° células/ml) sin
infectar o infectadas con VIH-1AIN, colocadas en la camara superior, con células Jurkat HRE-GFP
(1,5x10° células/ml) colocadas en la camara inferior. Para inhibir la degradacion de HIF-1a y
promover su actividad, se afiadi6 cloruro de cobalto (CoCl, 100 uM) a los cultivos en los tiempos

indicados.

Plasmidos

Para la produccién de stocks virales se utilizaron los siguientes plasmidos:

NL4-3-IRES-eGFP, codifica el genoma de VIH-1 completo de la cepa NL4-3 (una cepa de
laboratorio utilizada frecuentemente en estudios funcionales de VIH-1) en el vector pPBR322. pBR-
NL4-3 AVpu y pBR-NL4-3 AVpr, fueron amablemente proporcionados por el Dr. F Kirchhoff
(Instituto de Virologia Molecular, Centro Médico de la Universidad de Ulm, Ulm, Alemania) [129].
pBR- NL4-3 ANEF y pBR- NL4-3 AENV fueron proporcionados amablemente por el Dr. O.
Schwartz (Institut Pasteur, Paris, Francia). pNLX.Luc.R-AIN fue amablemente proporcionado por
el Dr. Engelman (D ana-Farber Cancer Institute, Estados Unidos). Aislamientos primarios de VIH-1
pCHO77 (CXCR4-tropico), pREJO.c y pTRJO.c (CCR5-trépico) y VIH-1 clones MN (CXCR4-
tropico), BaL (CCRS5-tropico) y RF (dual-tropico) se obtuvieron del NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program.

Para el estudio de la actividad transcripcional de HIF-1a se utilizo el plasmido reportero SHRE-
hCMV-d2EGFP (HRE/GFP), el cual fue amablemente proporcionado por Martin Brown y Thomas

Foster (Addgene plasmid # 46926).
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Los plasmidos para la preparacion de lentivirus que expresaban el small hairpin RNA (shRNA) o

ARN interferente (ARNi) de interés fueron obtenido de SIGMA (Misién sShRNA).

Preparacion de stocks de virus

Los stocks virales se produjeron por transfeccién del vector correspondiente (100 ng/pocillo) en
células HEK 293T (2,5x10° células por pocillo en placas de 96 pocillos) usando el reactivo de
transfeccion X-treme Gen (Roche). Cuando fuera indicado, las particulas virales fueron
pseudotipadas mediante la cotransfeccion de pVSV-G (10 ng/pocillo). El sobrenadante se
recolectd a las 48 y 72h luego de la transfeccién, se clarifico por centrifugacion a 1500 g durante
10 minutos y se congel6 a -80°C. Alternativamente, se generaron stocks de VIH-1 a partir de
lineas celulares infectadas H9 (MN y cepas de RF) y PM1 (Bal), las cuales fueron concentradas y

almacenadas a -80°C.

Infecciéon con VIH-1

Células Jurkat, Jurkat HRE-GFP (3x10%/0,1ml) o linfocitos T CD4+ purificados (1x10°/0,1ml) se
incubaron (2h) o se espirocularon (2200rpm, 90min, 37°C) con los stocks virales correspondientes
(50ng p24/ml (baja MOI) o 200ng p24/ml (alta MOI)).

Células GHOST (20.000células/pocillo) se incubaron durante dos horas con VIH-1 NL4-3 (30ng),
VIH-1AIN (30 ng) y VEs purificadas de células T CD4 + infectadas con VIH-1 AIN. Después de
24h, el porcentaje de células positivas para GFP se analizd6 mediante FACS.

Células Jurkat-HRE GFP fueron incubadas con VIH-1 MN o VIH-1 RF a una concentracion
maxima de 500ng p24/ml y con diluciones seriadas 1:2. La cepa de VIH-1 BaL fue utilizada a una
concentracion maxima de 250 p24ng/ml y con diluciones seriales 1:2. Virus y células fueron
incubadas a 37 ° C durante 4-6 horas. Las células fueron centrifugaron dos veces a 400 xg

durante 5 minutos y lavadas con PBS.
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Deteccidn semicuantitativa de ADN viral

Se determind la generacion de ADN viral en cultivos infectados 8h con VIH-1wt y con VIH-1AIN
mediante PCR convencional. El ADN se extrajo utilizando el High Pure PCR Template Preparation
Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de ADN se sometieron a 30
rondas de amplificacion por PCR con cebadores disefiados para amplificar productos intermedios
y tardios de la transcripcion inversa. Las secuencias de los cebadores utilizados se describen en

la siguiente tabla:

Tabla 1. Cebadores utilizados para PCR de productos de la transcripcion inversa del VIH-1.

Producto Cebador Secuencia (5°-3")
Intermedio U3-U5 fw ACACACAAGGCTACTTCCGTGA
U3-US5 rev CTGCTAGAGATTTTCCACACTGAC
Tardio R-Gag fw GGTCTCTCTGGTTAGACCAGA
R-Gag rev ATACTGACGCTCTCGCACCCAT

Los productos de PCR se separaron en gel de agarosa al 1% y se visualizaron mediante tincion

con bromuro de etidio.

Produccion de particulas lentivirales para el silenciamiento de la expresion génicay

produccién de particulas simil virus.

Para silenciar la expresion de los genes estudiados en el presente trabajo se produjeron
particulas lentivirales capaces de inducir la expresion de ARN interferente (ARNi) en la célula
transducida. Brevemente, se sembraron 2,5x10° HEK 293T en una placa de 96 pocillos de fondo
plano. 24h mas tarde, las células se transfectaron con 100ng de pCMV-dR8.9, 100ng de pLKO.1
que codifica el ARNi indicado y 10 ng de pCMV-VSV-G por pocillo, utilizando el reactivo de
transfeccion X-treme GENE HP DNA (Roche), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para generar particulas simil virus (Virus Like Particles, VLP) las células se transfectaron con

100ng de pCMV-dR8.9 y 10ng de pCMV-VSV-G por pocillo. El medio de cultivo fue reemplazado a
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las 24hs posterior a la transfeccién. Los sobrenadantes que contenian particulas lentivirales
fueron recogidos a las 48 y 72hs después de la transfeccion. Los restos celulares fueron

eliminados por centrifugacion, y finalmente los stocks fueron alicuotados y almacenados a -80°C.

Transduccién lentiviral y silenciamiento génico de lineas celulares

Para silenciar la expresion génica en células T CD4+ primarias, Jurkat o Hela, se transdujeron
un total de 3x10* células con vectores lentivirales mediante espinoculacién (2200 rpm, 90 min,
37°C) en presencia de 8 pg/ml de bromuro de hexadimetrina (polybrene, Sigma). 48hs mas tarde,

las células transducidas se seleccionaron mediante la adicién de 3 ug/ml de puromicina.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa cuantitativa en tiempo real (Real Time-quantitative
PCR, RT gPCR)

Para cuantificar la expresion transcripcional de los genes estudiados se aisl6 ARN total a partir
de los cultivos celulares indicados utilizando RNeasyPlus Mini Kit (Quiagen). Posteriormente se
procedi6é con la transcripcion inversa de 1ug del ARN obtenido utilizando la transcriptasa inversa
del virus Moloney de leucemia murina (M-MLV Reverse Transcriptase. Invitrogen, Life
technologies). Para cada reaccion de PCR se utilizé 1ul del volumen total de ADNc obtenido
(20ul). La reaccién de PCR fue llevada a cabo usando SYBR green (Applied Biosystems) en el
termociclador de tiempo real STEP ONE PLUS; Applied Biosystems. Los valores de corte de ciclo
(Ct) se normalizaron respecto a los valores de Ct del gen “housekeeping” B-actina. Los cebadores

utilizados fueron los siguientes:
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Tabla 2. Cebadores utilizados para PCR cuantitativa en tiempo real

Gen Cebador Secuencia (5°-3")
Actina B-Actina Fw AGGCATCCTCACCCTGAAGT
B-Actina Rev GCGTACAGGGATAGCACAGC
Hexoquinasa-1 HK1 Fw TTGGCTGGAGATGGAAAATCACAC
HK1 Rev CACACGATTTTGTGGCATTGA
HIF-1a HIF Fw TTACAGCAGCCAGACGATCAT
HIF Rev ATTGTCTTTTGCTCCATTCCA
cGas cGas Fw AAGAAGAAACATGGCGGCTAT
cGas Rev CCCAGGTCTTTGCGGTCCC
IFI16 IFI16 Fw GCCCAGTGATAGTGAAGGTAC
IFI16 rev AGAACTGTGTCTGTGTAGCCA
STING STING Fw GTTATCAGGCACCCCACAGT
STING rev GATATCTGCGGCTGATCCTG

Ensayo de captacion de glucosa

Para evaluar niveles de captacién de glucosa en cultivos infectados y no infectados se utilizaron
los analogos fluorescentes de glucosa, 6-N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)amino)-6
desoxiglucosa (6-NBDG) (Invitrogen) o 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)Amino)-2-
Deoxyglucose (2-NBDG) (Cayman chemical). Los ensayos fueron realizados en células T CD4 +,
gue fueron tratadas durante 30 min con 6-NBDG o 2-NBDG a 37°C en oscuridad, se lavaron con
PBS 1X y se analizaron dentro de los 15min luego de la tincién en un citbmetro FACSCanto (BD).
Cuando fuera indicado, se determind la concentracion de glucosa en el medio de cultivo celular

usando el GlucCell ™ Glucose Monitoring System de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Actividad de lactato deshidrogenasa

Para evaluar la actividad de la enzima LDH utilizamos el kit de ensayo de citotoxicidad LDH de
Pierce (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se lisaron las
células y se midioé la reduccién dependiente de LDH de la sal de Tetrazolium a Formazan rojo. La

lectura se realiz6 a 490 nm usando un espectrofotometro de placa.

Medicion de acidificacion extracelular
Se cuantificé el pH del sobrenadante de células infectadas y no infectadas para obtener una

medida indirecta de glicélisis aerébica. Al 2% dia post-infeccién se procedié a la cuantificaciéon de

la acidez de los medios de cultivos utilizando un medidor de pH Jenco 6173.

Cuantificacién de ROS mitocondrial

Para determinar los niveles de ROS mitocondrial producido por células infectadas y no
infectadas, los cultivos fueron tefiidos con la sonda especifica MitoSOX (5uM, Thermo) durante 10
minutos a 37 ° C en oscuridad. Antes de la adquisicion por citometria de flujo, las células se
lavaron tres veces con PBS. Las células se adquirieron en un citometro FACSCanto (BD) y se

analizaron usando el software FACSDiva (BD).

Estimulacién con acidos nucleicos

Para evaluar el efecto del ADN doble cadena sobre la actividad de HIF-la en las lineas
reporteras mencionadas previamente se procedié a la incorporacion citosélica del ADN sintético
de doble cadena, la cual posee la secuencia repetitiva poli(dA-dT) (Invivogen; 1mg/ml) mediante
transfeccion de HeLa-HRE (7x10* células / pocillo en placas de 24 pocillos) y células HEK 293T-

HRE usando el reactivo X-Treme Gene HP (Roche).
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Cuantificacion de citoquinas en sobrenadantes celulares

Las citoquinas IL-2, IL-10, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF-a y IL-17A se cuantificaron simultaneamente, en
sobrenadantes de cultivo celular mediante citometria de flujo usando el kit CBA humano Thl/ Th2
/ Th17 (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
adquisicion se realizd con un citometro de flujo FACSCanto (BD Biosciences, San Jose, CA, EE.
UU.) y las muestras se analizaron usando el software FCAP Array v3.0 (Soft Flow Inc., Pecs,
Hungria). Cuando se indicara, IFN-y, IL -12, IL-10, IL1f, TNF-a e IL-6 en sobrenadante de cultivo
celular se cuantificaron mediante ELISA de acuerdo con las instrucciones del fabricante (BD

Biosciences).

Anticuerpos

Se usaron los siguientes anticuerpos: anti-p24 producido en raton marcado con FITC y marcado
con PE (KC57-FITC o KC57-PE; Beckman Coulter), anti-raton-Alexa 594 (Jackson
Immunoresearch); anti-conejo-HRP (Jackson Immunoresearch); anti-raton-HRP  (Jackson
Immunoresearch) anticuerpo anti Glut-1-APC humano (clon MAb1418 (sistemas R&D, EE. UU.)),
anti-HIF-1a-PE producido en raton (clon 241812; sistemas R&D, EE. UU.), anti CD81 humano
producido en ratdn (clon J5-81; BD Bioscience), anti-CD9 humano producido en ratéon (clon M-L13
; BD Bioscience), anti-CD63 humano producido en raton (clon H5C6; BD Bioscience), anti-

Calnexina producido en conejo (Abcam) .

Marcacion de proteinas de superficie e intracelular y citometria de flujo

Para la tincion de marcadores de superficie las células fueron lavadas una vez en PBS seguido
de una incubacion durante 30 minutos a 4°C con el anticuerpo correspondiente. Previo a la
adquisicion por citometria de flujo, las células fueron lavadas dos veces con PBS. Para la tincién

intracitoplasmética y nuclear de HIF-1a, las células se fijaron con PFA al 4%, se lavaron y se
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permeabilizaron con metanol durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células
se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo conjugado a PE (R&D) durante 45 minutos a
temperatura ambiente en PBS-0,5% de albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin, BSA).
Las células se adquirieron en un citometro FACSCanto (BD) y se analizaron usando el software

FACSDiva (BD).

Microscopia de fluorescencia

Para la visualizacion de células por microscopia de fluorescencia un total de 10° células se
sembraron en cubreobjetos de vidrio recubiertos con poli-L-lisina durante 30 min, y fueron fijadas
en paraformaldehido al 4%. Para eliminar la autoflorescencia emitida por el paraformaldehido se
incubaron los preparados con glicina 10mM durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego
los preparados fueron lavados con PBS y se continué con la permeabilizacién utilizando metanol
frio durante 7 minutos. Luego de dos lavados con PBS se incubaron las células con el anticuerpo
anti-HIF-1o. (BD) durante 45 min. Luego las células fueron lavadas con PBS y posteriormente
incubadas con anticuerpos secundarios de burro anti-ratbn marcados con Alexa Flour 594
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.). Los cubreobjetos montados con DAPI
Fluoromount-G (SouthernBiotech) se examinaron con un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse Ti-S L100 utilizando un objetivo de inmersion en aceite Plan Acmecromat 60x1,42 NA. Las

imagenes se analizaron utilizando el software NIS-Element.

Inmunotransferencia (Western blot)

La deteccion de proteinas de extractos celulares se realizé utilizando buffer RIPA (Tritén X-100
al 1%, SDS al 0,1%, Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM y desoxicolato de sodio al 0,5%)
complementado con un coctel de antiproteasas (Roche), para la lisis celular. Se eliminaron los
nucleos por centrifugacion a 15.000g durante 5 min. Se separaron cantidades iguales de extractos

de proteina en 4-12% de SDS-PAGE, se transfirieron a membranas de transferencia de fluoruro
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de polivinilideno (Thermo Fisher Scientific) en condiciones no reductoras. Las transferencias se

revelaron usando SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific).

Vesiculas extracelulares (VE)

Las células utilizadas para producir VE fueron cultivadas en medio 10% SFB libre de vesiculas y
expuestas a VE durante 48h. Para obtener medio de cultivo libre de VE se prepar6 medio RPMI o
DMEM suplementado con 30%SFB (3X) y se centrifug6 durante 18hs a 100.000g. El pellet
generado fue descartado y el sobrenadante libre de VE fue filtrado con filtros de 0,2uM. Las
células vivas y muertas, asi como los restos celulares, fueron eliminados mediante sucesivas
centrifugaciones a 300 g durante 10 min y 2.000 g durante 10 min. Después de cada
centrifugacion, el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo mientras que los pellets generados
fueron descartados. Las VE fueron purificadas por centrifugacion a 30.000g durante 1,5h y
lavadas con 1ml de PBS centrifugando nuevamente a 30.000g durante 1,5 h. Finalmente el pellet

obtenido fue resuspendido en 50ul de PBS 1X.

Aislamiento de VE del plasma humano

Se realiz6 el aislamiento de VE a partir del plasma humano siguiendo el protocolo publicado por
Boing y colaboradores [130] con algunas modificaciones. Brevemente, se recogié sangre completa
extraida por venopuncién en tubos vacutainer (BD). Se obtuvo plasma rico en plaguetas (PRP) por
centrifugacion a 300g por 10 minutos. EI PRP se complement6 con 200nM de PGI2 para evitar la
activacion plaquetaria y se centrifugé a 600 g, 10 por minutos para obtener plasma libre de
células. Se cargaron 2ml de plasma en una columna de Cromatografia de Exclusion por Tamafio
(Size-exclusion chromatography, SEC). La construccién de la columna fue realizada utilizando una
resina de sefarosa CL-2B (GE Healthcare) y como soportes se utilizaron cartuchos vacios de 12mi
con discos (frits) hidrofébicos de 20mm (Applied Separations). Esta metodologia permite separar
moléculas “pequefias” (por ejemplo, proteinas solubles) de grandes complejos moleculares (por

ejemplo, agregados proteicos o vesiculas extracelulares) en funcién de su tamafio. La resina crea
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una matriz porosa, la cual retiene en sus poros a las moléculas pequefas (retrasando su elusién),
permitiendo el paso de las moléculas de mayor tamafio en primer lugar. Doce fracciones (1ml
cada una) se eluyeron usando 0,9% de NaCl-0,38% de citrato sédico (Figura 9). Cada fraccion se
analizé para detectar la presencia de los marcadores de VE CD63 y CD9 y los componentes
solubles 1gG vy fibrinbgeno por inmunotransferencia. Ademas, la concentracion de albamina se
analiz6 mediante turbidimetria usando un kit comercial (Wiener, Albumina AA). Finalmente, las
fracciones que contenian VE fueron combinadas, concentradas por ultracentrifugacion,

resuspendidas en PBS y usadas en el mismo dia para estudios funcionales.

Centrifugacion:

1° 500 10 min plasma 2ml
2°2000g 15 min /\
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Centrifugacion: 30000g 90 min

Figura 9. Diagrama esqueméatico del procedimiento para aislar VE del plasma humano mediante cromatografia de

exclusién por tamafio.

Participantes del Estudio

Los pacientes infectados con VIH-1 fueron reclutados en la Unidad de Enfermedades
Infecciosas en el Hospital Alfred en Melbourne, Australia. Se recogieron muestras de sangre de

individuos reclutados en Melbourne en tubos anticoagulantes de citrato y se procesaron dentro de
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la hora de puncion venosa para aislar y criopreservar células mononucleares de sangre periférica
(PBMC). Para aislar VE de plasma, se reclutaron individuos VIH-1 + en el Centro Médico
Fundacion Huésped en Buenos Aires, Argentina. Se tomaron muestras de sangre en tubos con
anticoagulantes y se procesaron dentro de la hora de puncién venosa para aislar el plasma para la
purificacion de VE. Este estudio fue evaluado y aprobado por el comité de Etica Humana de la
Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires y por el comité de Bioética de Fundacién
Huésped. Todos los individuos reclutados firmaron un consentimiento informado aceptando

participar en este estudio al momento de su inclusién en el mismo.

Visualizacién de VEs por microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron

Microscopy, SEM)

Las VE purificadas se fijaron con PFA al 4%, se lavaron una vez en PBS 1x, se resuspendieron
en agua destilada y se prepararon para su visualizacién como se describié previamente [131]. Las
muestras se observaron en un microscopio electrénico de barrido FE-SEM (Zeiss, modelo SUPRA

40) en el Centro de Microscopias Avanzadas (CMA, FCEyN-UBA).

Visualizacién de VE por microscopia de transmision (Transmission Electron Microscopy,
TEM)

Las VE purificadas se tifieron negativamente con acetato de uranilo al 2% como se describio
previamente [132]. Las muestras se visualizaron en un microscopio electrénico de transmision
Zeiss 109T en el Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios de Microscopia Electronica

(LANAIS-MIE, UBA-CONICET).

Analisis estadistico

Los datos se analizaron usando Prism (GraphPad software). La normalidad de los datos se

probo usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Con base en la prueba de normalidad, se utilizd
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ANOVA de una via seguido de la prueba posterior HSD de Tukey o Kruskal-Wallis seguido de la

prueba posterior de Dunn para andlisis de comparacion mdultiple.
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Resultados

La expresion y actividad transcripcional de HIF-1a se inducen tras la infeccién por VIH-1.

La infeccion por VIH-1 est4 asociada a un aumento de la glicélisis aerébica en células T CD4+,
tanto in vitro como en pacientes [133] [50]. Sin embargo, se desconocen los estimulos y vias
subyacentes a esta alteracibn metabdlica inducida por el virus, asi como las consecuencias en
términos de la funcion inmune. Teniendo en cuenta que HIF-1a desempefia un papel central en el
control del metabolismo de glucosa y en la funcionalidad de las células T CD4+, se propuso
estudiar si la actividad de HIF-1a es modulada durante la infeccién por VIH-1. Para abordar esta
interrogante linfocitos T CD4+, fueron aislados de sangre de donantes sanos y posteriormente
activados con anticuerpos anti-CD3/CD28/CD2. Luego, las células fueron infectadas con VIH-1-
GFP, una construccion viral que permite la identificacién de células productivamente infectadas a
través de la expresién de GFP. A las 48 h post-infeccién, las células infectadas con VIH-1 (~ 10%)
fueron separadas fisicamente de las células no infectadas del mismo cultivo mediante FACS
sorting, obteniendo dos poblaciones: células infectadas productivamente (GFP+) y células vecinas
no infectadas (o bystander, GFP-). El analisis de los niveles de ARNm de HIF-1a (Figura 10 A)
reveld6 que la infeccibn por VIH-1 aumenta la expresion de HIF-l1a en células infectadas
productivamente, en comparacion con las células no infectadas. A su vez, se observé un aumento
modesto pero significativo en la expresion de HIF-1a en células T CD4+ GFP negativas (Figura 10
A), sugiriendo que en cultivos infectados con VIH-1, HIF-1la es inducido no solo en células
productivamente infectadas sino también en células bystander. Se obtuvieron resultados similares
cuando los niveles proteicos de HIF-1a fueron analizados mediante FACS en células T CD4 +

infectadas (Figura 10 By C).
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Figura 10. La expresion de HIF-1a es aumentada en cultivos infectados con VIH-1.

A) Los niveles de ARNm de HIF-1a se determinaron mediante gPCR. (n=3) (B-C) Los niveles de proteina de HIF-1a en
células no infectadas (histograma gris relleno), infectadas con VIH-1 (GFP-positivo, histograma rojo) y células
bystanders (GFP-negativo, histograma azul) se analizaron mediante tincion intracelular y andlisis por citometria de flujo.
Se muestran los histogramas de un experimento representativo (B) y los valores relativos (en comparacion con la
condicion control sin infectar) de la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) obtenida con células de 4 donantes

diferentes (C).

Dado que HIF-1a es un factor de transcripcion que para ejercer su funcion debe translocarse
desde el citoplasma al nucleo celular, se procedi6 a evaluar si su localizacion subcelular se veia
alterada por la infeccién por VIH-1 en linfocitos T CD4+. Mientras que en las células control sin
infectar HIF-1a. mostr6é una distribucién predominantemente citosélica, en cultivos infectados con
VIH-1 HIF-1a fue translocado al nucleo en la mayoria de las células (Figura 11 A). Resultados
similares fueron obtenidos en cultivos de células Jurkat (linea celular linfoide T CD4, ampliamente

utilizada para estudios in vitro con VIH-1) infectados con VIH-1 (Figura 11 B).
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Figura 11. Lainfeccion por VIH-1 promueve la translocacion nuclear de HIF-1a.

0
Ctrl VIH-1

Microscopia de inmunofluorescencia de linfocitos T CD4+ (A) y células Jurkat (B) infectadas con VIH-1 y marcadas con
anticuerpos anti-HIF-1a (rojo) al segundo dia post-infeccidon. Los nucleos celulares se tifieron con DAPI (azul). La
cuantificacion de la distribucidn citosélica comparada con la distribucion nuclear de HIF-1la fue evaluada por

“observadores ciegos” en 100 células de cada condicion. Los datos se expresan como porcentaje en cada categoria.

Para analizar la actividad transcripcional de HIF-1a, generamos una linea celular reportera
mediante electroporacion de células Jurkat con un vector que expresa la proteina reportera GFP
bajo el control del elemento de respuesta a hipoxia (HRE), cuya secuencia de ADN esta presente
en la regidon promotora de los genes diana de HIF-1a [134]. Dichas células reporteras seran
nombradas Jurkat HRE-GFP de ahora en mas. Para validar la capacidad de respuesta y la
especificidad de linea celular reportera (Figura 12 A y B), células Jurkat HRE-GFP fueron
estimuladas con CoCl, (100uM), un potente inductor de la actividad de HIF-1a [135, 136]. De

acuerdo con los resultados esperados, el tratamiento con CoCl, (un compuesto mimético de
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hipoxia) indujo un aumento en la expresion de GFP. A su vez, al utilizar Equinomicina, un inhibidor

farmacoldgico de la actividad de HIF-1a [137], la respuesta a CoCl, fue drasticamente disminuida.

A B

Control
: i Actividad de HIF-1
Células sin reportero (v
L CoCI2 ) . Equinomicina 8000 -
3 CoClz (+) A
_ 100 A = 6000 -
3 —— =
S g0 Mf CoCly o
85 55 4000 -
Ss 0 i
3 -E 60 ] Jj / %
g w- \ -. CoCly + 2000+
zg | \ (L Equinomicina
é 20 0 4
= . - Equinom - + - +
’ o 0r w04 103 B CoCl, - -+ o+
HRE- GFP HRE-GFP

Figura 12. Validacion funcional de la linea reportera de la actividad transcripcional de HIF-1a.
A) Expresion de GFP en la linea reportera inducida por la actividad transcripcional de HIF-1o en presencia de CoCl.

100uM. (B) Inhibicién de la actividad transcripcional de HIF-1a utilizando el inhibidor farmacolégico Equinomicina.

Teniendo en cuenta los resultados mencionados previamente se decidié evaluar si la infeccion
por VIH-1 aumentaria la actividad transcripcional de HIF-1a. Para ello células Jurkat HRE-GFP
fueron infectadas con VIH-1, y al dia 2 post-infeccion la expresiéon de GFP fue evaluada por
citometria de flujo. Como se observa en la Figura 13A la infeccion con VIH-1 indujo un aumento de
la actividad de HIF-1a. El tratamiento previo de las células con una combinacion de farmacos
antirretrovirales que interrumpen los primeros pasos del ciclo de replicacion viral (entrada viral:
Efurtivide, transcripcion inversa: Efavirenz) anul6 la induccién mediada por VIH-1 de la actividad
de HIF-1la (Figura 13B). Estos resultados indican que la infeccién por VIH-1 desencadena la
actividad de HIF-1a y descarta que otro factor presente en el stock viral esté induciendo la

actividad de este factor de transcripcion.
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Figura 13. La actividad transcripcional de HIF-1a es inducida por la infeccidn por VIH-1.

A) Histogramas de un experimento representativo (panel izquierdo) y los valores de la Intensidad Media de
Fluorescencia (IMF) de GFP (panel derecho) a las 48hs post-infeccion. Los valores de fluorescencia correspondientes a
las células no infectadas e infectadas con VIH-1 se representan como histogramas azul y rojo, respectivamente. Las
células que no expresan el gen reportero se muestran como control negativo (histograma gris relleno). (B) Las células
fueron tratadas (1h) con farmacos antirretrovirales (Efurvitida y Efavirenz). Posteriormente a la infeccion se determind la
actividad de HIF-1o analizando la expresion del reportero GFP a las 48h. Se muestran los datos agrupados de 3

experimentos independientes.

Luego decidimos analizar si el aumento de la actividad de HIF-1a estaba restringido a las células
productivamente infectadas o si también se producia en células vecinas no infectadas
(bystanders). En concordancia con el aumento del ARNm de HIF-1a (Figura 10A), la actividad
transcripcional de HIF-1la se indujo principalmente en células productivamente infectadas
(revelado por la deteccion intracelular del antigeno viral p24) pero también hubo un aumento

significativo en células bystander (Figura 14).
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Figura 14. En cultivos infectados con VIH-1 la actividad de HIF-la es desencadenada en células
productivamente infectadas y en células vecinas no infectadas (bystander).

Células productivamente infectadas fueron identificadas mediante tincion intracelular del antigeno p24. La expresion de
GFP fue analizada en células p24-positivas (infectadas productivamente) o células p24-negativas (células vecinas no
infectadas, bystander) y fueron comparadas con células control no infectadas. Se muestra un experimento

representativo de 4 experimentos independientes.

A continuacion, se evaluo6 la capacidad de distintos aislamientos primarios de VIH-1 para inducir
la actividad de HIF-1a en células Jurkat HRE-GFP (Figura 15A). Al igual que la cepa de referencia
NL4-3, las cepas de VIH-1 con diferentes tropismos, incluyendo BalL (CCR5-trépico), MN (CXCR4-
tropico) y RF (dual-tr6pico) también desencadenaron la actividad de HIF-1a de una manera
dependiente de la dosis del in6culo (Figura 15B). Estos resultados muestran que la induccion de
HIF-1la desencadenada por la infeccion con VIH-1 no esta restringida a virus con un tropismo

determinado o a cepas de laboratorio.
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Figura 15. La actividad de HIF-1a es inducida por aislamientos primarios de VIH-1 y por virus con distintos
tropismos.

A) Células Jurkat HRE-GFP fueron infectadas con 3 aislamientos primarios de VIH-1. Se muestra los valores relativos
de dos experimentos independientes. (B) Células Jurkat HRE-GFP fueron infectadas con las cepas de VIH-1 BalL
(CCR5-tropico), MN (CXCR4-tropico) y RF (dual-tropico), y la actividad de HIF-1a fue evaluada al dia 2 post-infeccion.

Se muestran los valores de un experimento representativo (n=2).

Teniendo en cuenta que HIF-1la es un importante regulador metabodlico celular, decidimos
confirmar funcionalmente el aumento en la actividad de HIF-1a durante la infeccién por VIH-1
mediante el andlisis de la actividad glicolitica de las células infectadas. En concordancia con
reportes previos [133], se observé que la infeccion por VIH-1 promovié un aumento en la glicdlisis,
evidenciado por un aumento de diferentes pardmetros. En particular, observamos un aumento en
los niveles de: Glut-1, el transportador de glucosa 1 (Figura 16 A); captacion de glucosa (figura 16
B); ARNm de hexoquinasa 1 (HK1) (figura 16 C); actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH)
(Figura 16 D) y la acidificacion extracelular (un indicador de la produccion de é&cido lactico y
glicdlisis; Figura 16 E). La inhibicion farmacoldgica de HIF-1a con Equinomicina, abolié la
acidificacion del medio de cultivo celular en cultivos infectados, lo que indica que este factor de
transcripcion juega un papel critico en la promocion de la actividad glicolitica desencadenada por

el VIH-1 (figura 16 F).
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Figura 16. Lainfeccion por VIH-1 induce el aumento de Glicélisis Aerdbica en linfocitos T CD4+.

A) Los niveles superficiales de Glut-1 en células no infectadas (histograma azul) e infectadas con VIH-1 (histograma
rojo) se analizaron mediante FACS. El control de isotipo es representado como un histograma gris. Se muestran los
histogramas de un experimento representativo y la IFM promedio (n=5). (B) Se evaluaron los niveles de captacion de
glucosa en cultivos no infectados e infectados con VIH-1 utilizando un analogo de glucosa fluorescente (6-NBDG) y
posterior analisis por FACS. Se muestran un histograma representativo y la IFM promedio (n=3). (C) Células T CD4+
fueron infectadas con VIH-1-GFP. Al tercer dia post- infeccion las células GFP positivas (productivamente infectadas) y
células GFP negativas (bystander) fueron separadas por FACS sorting. Los niveles de ARNm de la enzima glicolitica
HK-1 se determinaron mediante RT gPCR. Los resultados obtenidos se muestran como valores relativos a la condicion
control (Ctrl=1). (D) La actividad de la enzima LDH se evalu6 mediante una reaccion enzimatica que depende de la
cantidad de LDH presente en el lisado celular. Se muestra un experimento representativo (n=4). (E) El pH del medio de
cultivo de células infectadas y no infectadas se cuantific6 como medida indirecta de glicdlisis (acidificacion debido a la
produccién de &cido lactico). (F) Linfocitos T CD4+ no infectados e infectados con VIH-1 fueron incubados en presencia
0 ausencia de Equinomicina para cuantificar el pH del medio como medida indirecta de glicolisis (acidificacion debida a

la produccién de &cido lactico). Se muestran los datos agrupados de 3 experimentos independientes.

Finalmente, con el objetivo de analizar si el aumento de la expresion de HIF-1a tiene lugar

durante la infeccion por VIH-1 en pacientes, decidimos analizar los niveles proteicos de HIF-1a en
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células T CD4+ aisladas de pacientes infectados con VIH-1. Un total de 23 pacientes infectados
con VIH-1 bajo tratamiento antirretroviral y 6 donantes sanos fueron reclutados. Los valores de
edad, sexo y niveles de linfocitos T CD4 circulantes de los pacientes VIH-1 positivos y donantes
sanos utilizados para estos estudios se presentan en la Tabla 3. Los niveles celulares de HIF-1a
se determinar mediante inmunomarcacion intracelular seguida del posterior andlisis por FACS.
Observamos un aumento en los niveles celulares de HIF-1a en las células T CD4 + de pacientes
infectados por VIH-1 bajo tratamiento con antirretrovirales (Figura 17 A-B). A su vez, los niveles de
HIF-1a en células T CD4+ de pacientes infectados por VIH-1 exhibieron una correlacion positiva
con la expresion de Glut-1 en la superficie celular (Figura 17 C). En conjunto, estos resultados
muestran que la infeccion por VIH-1 desencadena la actividad de HIF-1a in vitro, promoviendo la
actividad glicolitica de células T y que las células T CD4+ de pacientes infectados con VIH-1

muestran un aumento en la expresion de HIF-1a en comparacion con individuos sanos.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio

Donantes sanos Edad CD4% N°CD4 Sexo

10010 27 62,4 N.D. M
1009 82 65,7 N.D. M

L 55 62 N.D. F

T 30 54,4 N.D. M
10006 40 53,1 N.D. M
10012 65 57,3 N.D. M

VIH+/cART Edad CD4% N°CD4 Sexo

00010 72 34,7 M
00018 32 37,3 M
00020 51 38,7 M
00021 53 40,3 666 M
00022 63 11,7 296 M
00024 55 20,1 216 M
00027 53 41 728 M
00028 70 52 506 M
00029 60 58 959 M
00030 49 37 917 M
00032 67 36 485 M
00033 66 66 1377 M

00034 53 24 488 M



VIH+/cART Edad CD4% N°CD4 Sexo

00035 49 M
00036 38 1272 M
00037 47 1174 M
00038 46 616 M
00039 55 857 M
00040 45 48 360 M
00041 68 951 M
00008 b 44 44,5 M
00016d 470 M
0001G 39 35,5 550 M

N.D.: No Determinado
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Figura 17. Los niveles de HIF-1a se encuentran aumentados en Linfocitos T CD4+ de pacientes infectados con
VIH-1 bajo tratamiento antirretroviral.

(A-B) Los niveles de HIF-1a en células T CD4+ aisladas de donantes sanos (n=6) e infectados con VIH-1 (n=23) fueron
determinados mediante tincién intracelular y posterior andlisis por citometria de flujo. Se muestra un histograma
representativo (A) y los valores correspondientes a cada individuo (B). (C) Analisis de la correlacién entre los niveles de

HIF-1a y la expresion superficial de Glut-1 en células T CD4+ de donantes sanos y pacientes infectados con VIH-1.
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La actividad de HIF-1a promueve la replicaciéon de VIH-1.

Habiendo demostrado que la infeccidn por VIH-1 estimula la expresion y la actividad de HIF-1a,
se decidi6 estudiar si este factor de transcripcion estd involucrado en la promocion de la
replicacion viral. En primer lugar, la expresion de HIF-1a fue silenciada mediante la utilizacién de
ARN interferentes (ARNi). Células Jurkat fueron transducidas con lentivirus que codifican para dos
small hairpin RNA (shRNA) diferentes dirigidos especificamente contra este gen. El silenciamiento
se confirmd midiendo la expresién del ARNm de HIF-1la mediante PCR en tiempo real (Figura
18A). Se comprobo funcionalmente el silenciamiento de HIF-1a mediante la estimulacion de las
células silenciadas con CoCl,. De acuerdo a lo esperado, la estimulacién con CoCl, promovio la

actividad de HIF-1a en las células control, pero no en las células silenciadas (Figura 18 B).
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Figura 18. Validacidon del silenciamiento de la expresion de HIF-1a mediante transduccidn con lentivirus.

(A) La expresion del ARNm de HIF-1a en células T CD4+ silenciadas mediante transduccién lentiviral con dos shARN
especificos fue evaluada por RT qPCR. Como control se utilizaron células T CD4+ transducidas con un lentivirus que
expresa la secuencia de un ARNi re-arreglado sin un blanco génico especifico (Scramble, Scr). (B) El silenciamiento fue
validado funcionalmente analizando la actividad de HIF-1a en las células reporteras Jurkat HRE-GFP tratadas con

CoCl,.

Luego se procedio a la infeccion con VIH-1 de las células control y células silenciadas para HIF-
la. Al tercer dia post infeccion el porcentaje de células infectadas fue evaluado por citometria de

flujo (Figura 19 A-B) y la liberacion de particulas virales fue medida por ELISA a través de la
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cuantificacion del antigeno viral p24. Se observé que la replicacion viral fue drasticamente inhibida
en las células silenciadas, sugiriendo que HIF-1a es requerido para la replicacion del VIH-1

(Figura 19 C).
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Figura 19. El silenciamiento de HIF-1a en células Jurkat afecta drasticamente la infeccién por VIH-1.

Células Jurkat fueron silenciadas para HIF-1a por transduccion lentiviral usando dos ARNi distintos y posteriormente
fueron infectadas con VIH-1. Al 3% dia post infeccién se evalu6 la deteccion del antigeno p24 a nivel citoplasmatico (%
de infeccién) y en sobrenadante (liberacion de particulas virales) mediante marcacion intracelular y ELISA,
respectivamente. (A) Grafico de citometria representativo. (B) Porcentaje de células Jurkat infectadas al dia 3 post-
infeccion. (C) Andlisis de la produccion viral en sobrenadantes de células Jurkat mediante ELISA. Se muestran los datos

de un experimento representativo (n=2).

Para confirmar estas observaciones en un modelo de mayor relevancia fisioldgica, la expresion
de HIF-1a fue silenciada en células T CD4+ primarias. De manera similar a lo observado mediante
la utilizacion de la linea celular Jurkat, luego de la infeccion con VIH-1, tanto el porcentaje de

células infectadas (Figuras 20 A-B) como la cantidad de p24 liberada en el sobrenadante del
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cultivo celular (Figura 20C) fue significativamente menor en linfocitos T CD4+ silenciados para

HIF-1a, en comparacion con células control.
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Figura 20. El silenciamiento de la expresion de HIF-1a en Linfocitos T CD4+ primarios afecta drasticamente la
infeccion por VIH-1.

Linfocitos T CD4+ fueron silenciados para HIF-1a (HIF-1a-s) y posteriormente infectados con VIH-1. Al 3er dia post
infeccion se evaluo la deteccion del antigeno p24 a nivel citoplasmatico (porcentaje de infeccion) y en sobrenadante
(liberacion de particulas virales) mediante marcacion intracelular y ELISA, respectivamente. (A) Gréafico de citometria
representativo. (B) Porcentajes de linfocitos T CD4+ infectados de 3 dadores de sangre independientes al dia 3 post-

infeccion. (C) Andlisis de la produccion viral en sobrenadantes de linfocitos T CD4+ de 2 donantes mediante ELISA.

En conjunto, estos resultados indican que HIF-1a es requerido para la replicacion de VIH-1.
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Lainduccion de la actividad de HIF-1a por VIH-1 es desencadenada por el ADN viral.

Los resultados presentados en las secciones precedentes indican que la infeccion por VIH-1
aumenta la actividad transcripcional de HIF-1a en condiciones no hipoxicas (Figura 10). Por lo
tanto, hipotetizamos que un componente viral debia ser responsable de desencadenar la actividad
de HIF-1a en células T CD4+ infectadas con VIH-1 en condiciones de normoxia. Para evaluar esta
hipotesis, se analizé el papel de aquellas proteinas virales que habian sido previamente
implicadas en la modulacion de diferentes vias de sefalizacién celular. Para ello, células Jurkat
HRE-GFP fueron infectadas con particulas de VIH-1 que no expresan las proteinas virales Vpr (la
cual fue reportada como capaz de inducir la transcripcion de HIF-1a en una linea celular de
microglia humana [89] y en una linea celular de macréfagos [138]), Nef o Env. La deficiencia de
cualquiera de las tres proteinas virales no afect6 la capacidad del VIH-1 para inducir la actividad
de HIF-1a (Figura 21), descartando su participacion en la induccién de la actividad de este factor

de transcripcion en células T CD4+ infectadas.
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Figura 21. La induccion de la actividad de HIF-1la mediada por la infeccion por VIH-1 es independiente de la
expresion de Vpr, Nef o Env.

Células Jurkat HRE-GFP fueron infectadas con VIH-1AVpr, VIH-1ANef y VIH-1AEnv y posteriormente se evalud la
actividad de HIF-1a por citometria de flujo al dia 2 post-infeccion. Como controles positivos y negativos se utilizaron

células infectadas con VIH-1wt o células sin infectar, respectivamente. Se muestran los datos de un experimento

representativo (n=4).
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Para determinar si la entrada viral, las proteinas estructurales del VIH-1 o los acidos nucleicos
virales estaban involucrados en el desencadenamiento de la actividad de HIF-1a, se produjeron
particulas simil virus (Virus Like Particles, VLP) de VIH-1 "vacias" (sin ARN viral). Estas VLPs se
produjeron mediante la expresion de Gag/Pol en células 293T, junto con el plasmido que codifica
la proteina VSV-G, que se usoé para pseudotipar las VLPs y permitir su unién y entrada a la célula
blanco. Las células reporteras Jurkat HRE-GFP fueron espinoculadas a una alta m.o.i. para
asegurar la entrada de una cantidad significativa de estas particulas no replicativas. Como control
positivo, se infectaron células con VIH-1wt. La captacion de VLPs y particulas de VIH-1 fue similar
(Figura 22 A). Sin embargo, las VLPs "vacias" no activaron la via de HIF-1a (Figura 22 B), lo que
sugiere que: a) la entrada viral no es suficiente para inducir la actividad de HIF-1a y, b) se
requieren acidos nucleicos virales. Para confirmar el requerimiento de acidos nucleicos virales,
producimos VLPs de VIH-1 que, en lugar de contener el genoma viral, portaban el ARN derivado
de pLKO.1, un vector lentiviral para la expresion de shARN [139]. EI ARN transportado por estas
VLPs puede transcribirse de forma inversa en la célula receptora, generando ADNc que no
codifica ninguna proteina viral. Mientras que las VLPs vacias no modificaron la actividad de la
linea reportera, las VLPs que contenian ARN indujeron la actividad transcripcional de HIF-1la
(Figura 22 C). Estos resultados sugieren que la presencia de ARN viral o la generacién de ADN es

requerida para la induccién de la actividad de HIF-1a.
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Figura 22. El aumento de la actividad de HIF-1a. mediada por la infeccion por VIH-1 no es inducida por las
proteinas estructurales Gag/Pol y requiere la presencia de &cidos nucleicos en la particula viral.

Células reporteras Jurkat HRE-GFP fueron infectadas mediante espinoculacion con VLPs derivadas de VIH-1 o con
VIH-1wt. (A) La entrada de las particulas virales fue evaluada inmediatamente después de la espiroculacion mediante
deteccién de p24 intracelular por citometria de flujo. (B) La expresion del reportero GFP se determind mediante
citometria de flujo. Se muestran los datos de un experimento representativo (n=4). (C) Células Jurkat HRE-GFP fueron
infectadas con VLPs derivadas de VIH-1 (vacio) o con VLPs derivados de VIH-1 que contenian ARN derivado del vector

pLKO.1. Como control se usaron células sin infectar. Se muestran los datos de un experimento representativos (n=3)

Para evaluar si la integracion del ADN viral es requerida para aumentar la actividad
transcripcional de HIF-1a, células Jurkat HRE-GFP fueron infectadas con VIH-1 con una delecion
para el gen de la integrasa (VIH-1AIN). Este virus mutante es capaz de producir ADNc viral,
aunque con una eficacia menor (Figura 23A), pero no puede avanzar con el ciclo de replicacién
viral [140, 141]. La fuerte induccion de la expresion de GFP por el VIH-1 mutante para el gen de la
Integrasa (Figura 23B) indica que la integracion del genoma viral no es necesaria para inducir la
actividad transcripcional HIF-1a y apoya aun mas la nocion de que los &cidos nucleicos virales

son el componente viral responsable de este efecto.
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Figura 23.La integracion del ADN de VIH-1 generado por la transcripcion inversa no es necesaria para la
induccion de HIF-1a.

(A) Células Jurkat fueron infectadas con VIH-1wt o con VIH-1AIN durante 8h y la produccion de ADN viral se cuantifico
por PCR utilizando dos pares de cebadores especificos para la amplificacion de dos fragmentos del LTR de VIH-1. Los
cebadores fueron disefiados para detectar productos intermedios (U3-U5) y tardios (R-gag) de la transcripcion inversa.
Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1% y se visualizaron mediante tincién con bromuro de
etidio. (B) Células reporteras fueron infectadas con un VIH-1 mutante que no expresa la integrasa viral (VIH-1AIN).

Células sin infectar fueron usadas como control. Se muestra un experimento representativo (n=5).

Para evaluar si el ARN viral entrante o el ADNc producto de la transcripcién inversa fueron
responsables de la induccién de la actividad de HIF-1a, se infect6 la linea celular reportera con
VIH-1wt en presencia de varios agentes antirretrovirales. Se usaron tres inhibidores de la
transcriptasa inversa, Efavirenz (EFV), Nevirapina (NVP) y Azidotimidina (AZT). Tanto el EFV
como la NVP son inhibidores alostéricos de la transcriptasa inversa que bloquean la actividad de
la enzima y previene la formacion de ADNc [142]. Por el contrario, el AZT es un inhibidor
nucleosidico de la transcriptasa inversa que permite la acumulaciéon de transcriptos cortos de ADN
[142, 143]. Ademas, se utiliz6 raltegravir (RAL), un inhibidor de la integrasa. Como se esperaba,
todas las drogas inhibieron la replicacion del VIH-1 (figura 24A). Cabe destacar que el tratamiento
con RAL y AZT no bloqueo el aumento de la actividad de HIF-1a inducido por la infeccion por VIH-
1, mientras que el tratamiento con EFV y NVP inhibi6 drasticamente la induccion de HIF-1a
mediada por VIH-1 (Figura 24B). Estos resultados sugieren que el ADN generado durante la

replicacion del VIH-1 es un factor clave para desencadenar la via de sefalizacion de HIF-1a. Los
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resultados presentados arriba indican que la integracion del ADN de VIH-1 (y, por lo tanto, la

replicacién) no es necesaria para activar la actividad de HIF-1a en las células T CD4 +.
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Figura 24. Lainhibicidn de la transcripcion inversa de VIH-1 evita la induccion de la actividad de HIF-1a.

(A) Células Jurkat fueron infectadas con VIH-1 para medir la eficacia de los farmacos antirretrovirales (EFV, NVP, RAL
0 AZT). La inhibicion de la replicacién de VIH-1 se confirmé mediante marcacion de p24 intracelular y andlisis mediante
FACS al dia 2 post-infeccién (B) Células Jurkat HRE-GFP fueron infectadas con VIH-1 en ausencia o presencia de EFV,
NVP, AZT o RAL y la actividad de HIF-1c. fue evaluada al 2% dia post-infeccion mediante FACS. Se muestran los datos

agrupados de 3 experimentos independientes.

Los resultados observados en la figura 16 muestran que la infeccion por VIH-1 es capaz de
inducir un aumento en la glicolisis aerébica de cultivos infectados, siendo esto dependiente de la
actividad de HIF-1a. A su vez, demostramos que no es necesaria la integracion del genoma viral
para la activacion de la via de HIF-1a. Teniendo en cuenta esto ultimo, nos preguntamos si el VIH-
1AIN ademas de inducir la actividad de HIF-1a, puede promover glicélisis en cultivos infectados.
Para evaluar esta interrogante, células T CD4+ fueron infectadas con el virus mutante y la
actividad glicolitica fue analizada al segundo dia post-infeccion. Los datos obtenidos mostraron
que la infeccién con este mutante viral indujo un aumento en la captacién de glucosa (Figura 25

5A), la actividad LDH (Figura 25 B) y la acidificacion extracelular (Figura 25 C).
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Figura 25. La generacion de ADN viral es suficiente para promover el aumento de la actividad glicolitica en
linfocitos T CD4+ infectados con VIH-1AIN.

(A) Se evaluaron los niveles de captacion de glucosa en cultivos no infectados e infectados con VIH-1AIN utilizando un
analogo de glucosa fluorescente (2-NBDG) y posterior andlisis por FACS. Se muestran un histograma representativo y
el promedio de la IFM (n=3). (B) La actividad de la enzima LDH se evalud luego de lisar las células mediante
espectrofotometria. Se muestra un experimento representativo (n=4). (C) El pH del medio de cultivo de células
infectadas y no infectadas se determind como medida indirecta de glicdlisis (acidificacion debido a la produccién de

acido lactico).

Teniendo en cuenta los datos obtenidos previamente, se decidié evaluar si la induccién de la
actividad de HIF-1o. mediada por la presencia de ADN citosélico es un fenébmeno que ocurre
especificamente durante la infeccion por VIH-1 o es un fendmeno mas general de respuesta a la
presencia de cualquier ADN en el citosol. Para responder a esta pregunta, se transfectaron células
HelLa con el plasmido reportero de la actividad de HIF-1a para generar la linea reportera HelLa
HRE-GFP. Estas células fueron transfectadas con poli(dA:dT) (un analogo sintético de ADN
bicatenario (ADNdc)). La transfeccion con el andlogo de ADNdc indujo la actividad de HIF-1a

(Figura 26), lo que sugiere que el ADNdc citosélico es capaz de desencadenar la actividad de HIF-

la independientemente de su secuencia y origen.
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Figura 26. La actividad transcripcional de HIF-1a es estimulada por el reconocimiento de ADNdc sintético.

Las células reporteras HeLa HRE-GFP fueron transfectadas con poli(dA:dT) y la expresion de GFP fue determinada al
dia 2 posterior a la transfeccion por citometria de flujo. Como control negativo se utilizaron células expuestas al reactivo
de transfeccion sin ADN. Se muestran histogramas representativos (izquierda) y los valores de IFM (derecha) de la

expresion del reportero GFP de un experimento representativo (n=3).

Dado que células del sistema inmunitario estadn dotadas de distintos sensores que reconocen
ADN citoplasmatico, se decidié estudiar si moléculas que intervienen en la via de deteccion de
ADN citosolico estaban involucradas en los fendmenos observados previamente.
Sorprendentemente, el silenciamiento de cGAS, IFI16 y STING (tres moléculas clave en la via de
deteccion de ADN citosolico) no inhibié la induccién de la actividad de HIF-1a mediada por VIH-1
(Figura 27 A-B). En el mismo sentido, la transfeccion con poli (dA:dT) de células Hela silenciadas

para STING promovi6 la actividad de HIF-1a (Figura 27 C).
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Figura 27. El silenciamiento de moléculas involucradas en el reconocimiento de ADN citosdélico no inhibe la
induccién de la actividad de HIF-1a promovida por ADN viral o sintético.
A) La expresion de cGAS, IFI16 y STING fue silenciada en las células Jurkat HRE-GFP. La eficacia del silenciamiento
se evalué mediante qPCR. (B) Células Jurkat HRE-GFP silenciadas para cGAS, IFI16 y STING fueron infectadas con
VIH-1y la actividad transcripcional de HIF-1a se determind mediante andlisis de la expresion de GFP. (C) La expresion
de STING se silencié en células HeLa HRE-GFP que posteriormente fueron estimuladas con poli(dA:dT). La actividad

transcripcional de HIF-1o. se determiné mediante analisis de la expresion de GFP al 2%° dia post tratamiento.

Finalmente, se decidi6 utilizar células que carecen de la via STING enddgena para confirmar si
esta via es necesaria para inducir la actividad de HIF-1la. Para ello células HEK 293T que

previamente fueron transfectadas con el plasmido reportero HRE-GFP, fueron tratadas con poli
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(dA:dT). A pesar del hecho de que estas células tienen la via de deteccion de ADN citosdlico

defectuosa, la actividad de HIF-1a fue incrementada ante la transfeccién del ADN (Figura 28 A-B).
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Figura 28. La actividad transcripcional de HIF-1a es estimulada por ADNdc en células carentes de la via STING.
(A) Células reporteras HEK 293T HRE-GFP se transfectaron con poli(dA:dT). Las células expuestas al reactivo de
transfeccién sin ADN fueron usadas como control negativo. Histograma representativo de la expresion del reportero

GFP. (B) Se muestran los datos agrupados de 2 experimentos independientes.

En conjunto, estos resultados sugieren que el ADN transcrito producido durante el ciclo de
replicacion de VIH-1 promueve la actividad transcripcional de HIF-1a. por una via independiente
de cGAS/IFI16/STING, lo que resulta en un aumento de la actividad glicolitica de las células T

CD4 +.

La actividad de HIF-1a inducida por la infeccion por VIH-1 depende de la produccion de
ROS mitocondrial.

Estudios previos demostraron que los patrones moleculares asociados a patdégenos microbianos
(PAMP) son capaces de desencadenar la produccion de especies reactivas del oxigenos
mitocondrial (ROSmt) al estimular la sefalizacion a través de diferentes receptores tipo Toll [144].
Para obtener una mayor comprension del mecanismo subyacente a la induccion de HIF-1a
durante la infeccion por VIH-1, se evalud la hipotesis de que VIH-1 desencadena la actividad de

HIF-1a. mediante la induccion de ROSmt. En primer lugar, evaluamos la producciéon de ROSmt
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mediante el uso de la sonda MitoSOX, que detecta especificamente el anién superdxido
mitocondrial y el posterior analisis mediante citometria de flujo. Observamos que tanto las células
infectadas como las células vecinas no infectadas mostraron un aumento considerable en el
contenido de anion superdxido mitocondrial (Figura 29A). La infeccion de células Jurkat con el
mutante VIH-1AIN también indujo un aumento en la produccion de ROSmt, lo que indica que la

integracién viral no es necesaria para inducir este efecto (Figura 29B).
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Figura 29. VIH-1 induce la producciéon de ROS mitocondrial en cultivos infectados de células T CD4+.

(A) La produccién de ROSmt en células T CD4+ primarias infectadas con VIH-1 GFP se determiné utilizando MitoSOX
al dia 2 post-infeccion. Se muestran histogramas de un experimento representativo (izquierda) de células no infectadas
(histograma gris), células bystander (histograma azul), infectadas con VIH-1 (histograma rojo) y el control no marcado
(histograma gris punteado). Los valores de IFM de un experimento representativo son mostrados a la derecha (n = 3).
(B) La produccion de ROSmt se midié en células Jurkat no infectadas e infectadas con VIH-1AIN a las 24hs post-
infeccion. Se muestra un histograma representativo (lzquierda) y datos agrupados de 3 experimentos independientes

(Derecha).
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Para determinar si el ADN citosélico fue el responsable de activar la produccion de ROSmt, se
transfect6 la linea celular HeLa con poli (dA:dT) y el contenido de ROSmt fue analizado.
Curiosamente, este fragmento de ADNdc fue capaz de desencadenar la produccion de ROSmt
(Figura 30) lo que sugiere que el ADNdc viral generado durante la replicacién del VIH-1 es el

principal estimulo para la induccion de este compuesto oxidativo en las mitocondrias.
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Figura 30. La produccion de ROS mitocondrial es estimulada por el reconocimiento de ADNdc sintético.

Células Hela fueron transfectadas con poli(dA:dT) y fueron incubadas con MitoSOX a las 24h post-transfeccion para
evaluar la produccién de ROSmt. Células expuestas al reactivo de transfeccion sin ADN fueron usadas como control
negativo. Se muestra un histograma representativo (lzquierda) y datos agrupados de 3 experimentos independientes

(Derecha).

Habiendo demostrado que la infeccion de linfocitos T CD4+ por VIH-1 induce la produccion de
ROSmt, luego decidimos evaluar si el ROSmt era responsable de desencadenar la actividad de
HIF-1a. Para ello, se infect6 la linea celular reportera Jurkat HRE-GRP y luego de la infeccion se
afadio MitoTEMPO (un inhibidor especifico de ROSmt) al cultivo. La adicién de MitoTEMPO a
células infectadas con VIH-1wt (Figura 31A) o VIH-1AIN (Figura 31B) abolio la induccion de la
actividad de HIF-1a desencadenada por la infeccion, pero no afectd el porcentaje de células

infectadas (~ 46 % en todas las condiciones).
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Figura 31. El aumento de la actividad de HIF-1a inducida por la infeccién de VIH-1 es abolida al inhibir la

produccion de ROSmt.
Para evaluar la contribucion del ROSmt en la promocion de la actividad de HIF-1a, células Jurkat HRE-GFP fueron

infectadas con VIH-1 (A) o VIH-1AIN (B) incubadas en presencia o ausencia de MitoTEMPO (500uM). Dos dias después

de la infeccién, la expresion de GFP se determind mediante citometria de flujo. Se muestran los datos agrupados de 3

experimentos independientes.

Como se esperaba a partir de los resultados presentados anteriormente, la inhibicién del ROSmt
y, por consiguiente, la induccién de la actividad de HIF-1a por la adicion de MitoTEMPO, previno

el aumento de la actividad glicolitica desencadenada por la infeccibn con VIH-1 integrasa

deficiente (Figuras 32 A-B)
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Figura 32. El aumento de la actividad glicolitica inducido por la infeccién por VIH-1 es afectado al inhibir la
produccidon de ROSmt.

Células T CD4+ primarias fueron infectadas con VIH-1AIN e incubadas en presencia o ausencia de MitoTEMPO
(500uM). Al tercer dia posterior a la infeccion se midié el consumo de glucosa (A) y se procedi6 a la cuantificacion del

pH (B) como un indicador de glicélisis. Se muestran los datos agrupados de 3 experimentos independientes.

Los resultados presentados en la primera parte de esta tesis doctoral indican que la infeccién por
VIH-1 induce un aumento de la produccibn de ROSmt, regulando la actividad de HIF-
la y promoviendo a su vez un aumento en los niveles de glicdlisis aerdbica en cultivos infectados.
Nuestros resultados también demuestran que la actividad de este factor de transcripcién es
necesaria para una eficiente infeccion por VIH-1.

Cabe destacar que los resultados presentados en las figuras 10, 14 y 17 sugieren que la
infeccion por VIH-1 induce la actividad de HIF-1a en células productivamente infectadas, pero
también en células no infectadas. Teniendo en cuenta que las alteraciones inmunoldgicas
observadas en pacientes infectados por VIH-1 se dan principalmente en células no infectadas a
continuacion se procedera a estudiar si los resultados observados en células “bystanders” poseen

relevancia a nivel inmunoldgico, explicando en parte lo observado en pacientes VIH-1+.
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La infeccién por VIH-1 promueve la liberacion de vesiculas extracelulares que inducen la
actividad de HIF-1a en células bystander.

Los resultados presentados en las figuras 10, 14 y 17 sugieren que la infeccién por VIH-1 induce
la actividad de HIF-lo en células productivamente infectadas, pero también en células no
infectadas. Para lograr un mayor entendimiento del mecanismo que subyace a la induccién del
efecto en células no infectadas, se procedié a evaluar la induccion de HIF-1a en células Jurkat
reporteras en cocultivo con células T CD4 + primarias infectadas con VIH-1AIN separadas por una
camara transwell (0,4 um). El tamafio de este poro impide el contacto célula-célula, pero permite
el paso de factores solubles y vesiculas extracelulares (VE) (Figura 33 A). Las infecciones se
realizaron con VIH-1AIN porque este mutante viral es capaz de inducir la actividad de HIF-1a en
las células infectadas (ver Figura 23) pero no produce progenie viral [141]. La induccién de la
actividad de HIF-1a en las células reporteras, incluso cuando estan separadas por un transwell

(Figura 33B), indic6 que las células T CD4+ infectadas con VIH-1AIN producen un factor

secretado que es capaz de inducir la actividad de HIF-1a en células vecinas no infectadas.
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Figura 33. La induccién de la actividad de HIF-1a en células bystander es mediada por un factor secretado por
células T CD4+ infectadas con VIH-1.

(A) Esquema del ensayo de transwell: 5x10° células T CD4+ infectadas con VIH-1AIN o células controles no infectadas
se colocaron en la camara superior de un transwell (0,45um) y se cocultivaron con células Jurkat HRE-GFP (camara
inferior, 2x10° células). (B) La expresion de GFP de las células reporteras fue evaluada a las 48h mediante citometria de

flujo. Andlisis de datos agrupados de 2 experimentos independientes.

Luego, se evaluo si el efecto fue mediado por un factor soluble o por vesiculas extracelulares. La
separacion de VIH-1 y VE es extremadamente dificil, ya que comparten la mayoria de las
propiedades fisicoquimicas tales como tamafo, forma, densidad, etc [112]. Por lo tanto, la
utilizacion del mutante deficiente en Integrasa hace que este virus sea particularmente adecuado
para estudiar VE producidas por células infectadas por VIH-1. Infectamos las células T CD4+ con
VIH-1AIN y 48 horas mas tarde los sobrenadantes de los cultivos celulares se centrifugaron de
manera diferencial para eliminar células y restos celulares, obteniendo una fraccion libre de VE, y
otra fraccién enriquecida en VE (VEY'). Como control se utilizaron VE y medio condicionado libre
de VE de células T CD4+ no infectadas. El sobrenadante libre de VE (fraccién soluble: FS), tanto
de células infectadas con VIH-1AIN o células T CD4+ sin infectar no indujeron la actividad de HIF-
la, descartando la contribucion de factores solubles en este fenomeno (Figura 34). Por el
contrario, las VEY™ purificadas a partir de cultivos infectados con VIH-1AIN indujeron fuertemente

la actividad de HIF-1a en las células reporteras (Figura 34).
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Figura 34. La induccion de la actividad de HIF-1a en células vecinas no infectadas (bystander) es mediada por
vesiculas extracelulares (VE).

La fraccion soluble (FS) y VEs de sobrenadantes de cultivos celulares de células T CD4+ primarias infectadas con VIH-
1AIN y no infectadas se separaron al dia 2 post-infeccion mediante centrifugacion diferencial. Luego, células Jurkat
HRE-GFP fueron incubadas durante 48h con la FS o con VEs aisladas. La IFM de GFP se determind mediante

citometria de flujo. Se muestra el andlisis de un experimento representativo (n=4).

Confirmamos la ausencia de virus infeccioso en los preparados obtenidos de VE"" al incubar las
VEs purificadas con células GHOST, una linea celular reportera que al ser infectada con VIH-1
expresa la proteina reportera GFP (Figura 35 A). Habiendo descartado la presencia de virus
infeccioso, las preparaciones de VE se caracterizaron a través de la deteccién por inmunoblot de
marcadores candénicos de VE, como ser CD63 y CD81 (Figura 35 B). Calnexina es un marcador
del reticulo endoplasmico (RE), ausente en VE, por lo que fue utilizado como marcador de
exclusion. Como se esperaba, calnexina fue detectada en lisados celulares, pero no en los
preparados de VE (Figura 35 B). La visualizacion de VE mediante microscopia electronica de
transmision (transmission electron microscopy, TEM) (Figura 35 C) y microscopia de barrido
(scanning electron microscopy, SEM) (Figura 35 D) revelé que las VEs secretadas por las células
T CD4+ infectadas con VIH-1AIN y no infectadas tenian forma circular y un diametro que variaba
de 50 a 200nm. En conjunto, estos resultados indican que la infeccion con VIH-1AIN induce la
secrecion de VE que bioquimica y morfolégicamente son similares a las producidas por células no
infectadas y sugieren que las vesiculas producidas en ambas condiciones son funcionalmente
diferentes.
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Figura 35. Caracterizacion de vesiculas extracelulares de linfocitos T CD4+ infectados con VIH-1AIN y no
infectados.

(A) Se confirmé la ausencia de virus en preparados de VEs de células T CD4+ infectadas con VIH-1AIN utilizando la
linea celular reportera GHOST. Como controles se utilizaron células infectadas con VIH-1wt, VIH-1AIN y células sin
infectar. El porcentaje de células positivas para GFP se evalué a las 24hs post-infeccion. por citometria de flujo. (B-D)
Caracterizacion de las VE liberadas por células T CD4 + infectadas con VIH-1AIN y no infectadas. (B) La presencia de
CD63, CD81 (marcadores canénicos de VE) y Calnexina (CNX, marcador del RE) en preparados de VE aisladas y en

los lisados celulares (C) se determind mediante western blot. (C-D) Las VE fueron visualizadas por TEM (C) y SEM (D).

La secrecién de VE inducidas por VIH-1 (VE'") promueven la produccién de citoquinas
proinflamatorias por células T CD4+ y macr6fagos a través de una via dependiente de HIF-
la

Considerando que HIF-1la desempefa un papel critico en el desarrollo de respuestas

inmunitarias inflamatorias [57], decidimos silenciar la expresion de HIF-1a en células T CD4 +
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primarias. Luego, las células fueron infectadas con VIH-1 para medir la produccion de la citoquina
proinflamatoria IFN-y mediante ELISA. Observamos que las células silenciadas para HIF-1a
produjeron significativamente menos interferébn en comparacion con las células control, lo que

demuestra que este factor de transcripcion juega un papel directo en la inflamacion mediada por

células T CD4+ (Figura 36).
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Figura 36. La produccion de IFN-y en cultivos de células T CD4+ infectados con VIH-1 es dependiente de HIF-

la.

Linfocitos T CD4+ primarios fueron silenciados para HIF-1a, e infectados con VIH-1. La produccion de IFN-y fue

determinada por ELISA al dia 3 post-infeccion. Se muestran los resultados obtenidos de tres experimentos

independientes usando células de tres donantes sanos.

A continuacion, se evaluo si las VEY" producidas por linfocitos T CD4+ infectados con VIH-1AIN
inducia la secrecién de citoquinas proinflamatorias en células T CD4+ no infectadas. Células T

CD4+ no infectadas fueron activadas y a las 48h se afiadieron VE o VE"™" al medio de cultivo

(Figura 37).
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Figura 37. Representacion esquematica del disefio experimental.
Linfocitos T CD4+ o macréfagos derivados de monocitos fueron expuestos a VE o VEY" de células T CD4+ autdlogas.

La secrecion de citoquinas se cuantifico mediante ELISA o CBA.

La produccion de IL-17A, IFN-y, IL-2, IL-4, TNFa, IL-6 e IL-10 se evalu6 al dia dos posterior al
agregado de vesiculas. Sorprendentemente, se observé que las células T CD4+ incubadas con
VE"™ secretaban cantidades considerablemente mas altas de IFN-y, en comparaciéon con las
células incubadas con VE producidas por los linfocitos T CD4 + no infectadas (Figura 38A).
Ademas, se observd que las VE'" estimularon la produccion de IL-17A en algunos donantes, pero
de manera no consistente (no mostrado). Cabe resaltar que, al inhibir con Echinomycin la
actividad de HIF-1a en las células T CD4+ receptoras de VE, la induccién de la secrecion de IFN-y
mediada por VE"' se redujo significativamente (Figura 38B). Esta observacion sugiere que las
VE"™ aumentan la cantidad de IFN-y secretado por células bystander mediante una via

dependiente de la actividad de HIF-1a.
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Figura 38. Vesiculas extracelulares provenientes de cultivos infectados con VIH-1 inducen la secrecion de IFN-y

en linfocitos T CD4+.

Linfocitos T CD4+ autblogos fueron expuestos a VE aisladas de cultivos de células T CD4+ infectadas con VIH-1AIN

(VEY™ o VE provenientes de células T CD4+ no infectadas. (A) La secrecién de IFN-y fue determinada a las 48h de

incubacion mediante ELISA (B) Se midi6 la produccion de IFN-y en cultivos de células tratadas con VE o VE"™ en

presencia o ausencia de Equinomicina (1nM) mediante ELISA.

Ademés de la disfuncion de las células T, otra caracteristica distintiva de la infeccion por VIH-1
es la inflamacidon crénica mediada por los macréfagos, asociada con el desarrollo de
enfermedades no relacionadas con el SIDA. Por lo tanto, se decidié evaluar si las VE'" eran
capaces de promover la produccién de citoquinas en macréfagos de una manera dependiente de
HIF-1a.

Los monocitos se diferenciaron a macréfagos y al dia 4, se afiadieron VE'" o VE producidas por
células T CD4 + autdlogas al medio de cultivo. Se observé que las VE™ pero no VEs controles,
promovieron la secrecion de las citoquinas proinflamatorias IL-6, IL-1B y TNF-o. (Figura 39A) pero
no IL-12 (no mostrado). La secreciéon de estas citoquinas inflamatorias estuvo acompafiada por la
secrecion de IL-10 (Figura 39A). La inhibiciobn farmacoldgica de la actividad de HIF-1a en
macroéfagos redujo significativamente la secrecion de IL-6 y suprimié la secrecion de IL-1p e IL-10
(Figura 39B). La secrecion de TNF-a por células en las que la actividad de HIF-1a se inhibio

farmacologicamente no mostré resultados consistentes (no mostrado). Estos resultados indican
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que las VE" liberadas por las células T CD4+ tienen la capacidad de promover la secrecion de

diferentes citoquinas pro-inflamatorias, mediante vias dependientes e independiente de la

actividad de HIF-1a.
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Figura 39. Vesiculas extracelulares provenientes de cultivos infectados con VIH-1 inducen la secrecion de

citoquinas proinflamatorias en macrofagos derivados de monocitos.

(A) Macrofagos fueron expuestos a VE aisladas de cultivos de células T CD4+ autélogas infectadas con VIH-1AIN

(VE"'™ o VE provenientes de células T CD4+ no infectadas y posteriormente se midié la secrecién de IL-6, IL-18, TNF-a

e IL-10 a las 24h de incubaciéon mediante ELISA. (B) La produccién de IL-6, IL-1B e IL-10 en cultivos de células tratadas

con VE o VE

VIH

en presencia o ausencia de Equinomicina (1nM) se determindé mediante ELISA.

Lainduccion de la actividad de HIF-1a desencadenada por acidos nucleicos derivados de

VIH-1 es necesaria para la produccion de VE"'" inflamatorias

A continuacion, se decidié determinar si la actividad de HIF-1a es necesaria para la produccion

de VEY™ con actividad proinflamatoria. Teniendo en cuenta que la actividad de HIF-1a se induce
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de manera dependiente del ROSmt, células T CD4+ infectadas con VIH-1AIN fueron tratadas con
MitoTEMPO para reducir la generacion de ROSmt. Las VE purificadas del sobrenadante de
células T CD4+ tratadas con MitoTEMPO se afadieron luego a cultivos de macrofagos y la

produccion de citoquinas fue analizada 48 horas después (Figura 40).

Inhibicién de
ROSmt (MitoTEMPQ) o
HIF-1o (Equinomicina)

O VIH-1AIN
coa+ -
O

CcD4+
O
O Purificacion de
O VEs

ELISA

IL-6

IL-1B

IL-10
Figura 40. Representacion esquemética del disefio experimental.
La produccién de ROSmt y la actividad de HIF-1a en linfocitos T CD4+ fueron inhibidas utilizando MitoTEMPO o
Equinomicina, respectivamente, en cultivos previamente infectados con VIH-1AIN. Al dia 2 post-infeccion. VE y v
fueron aisladas y afladidas a macréfagos autélogos. La secrecion de citoquinas se cuantificd6 mediante ELISA al dia

siguiente.

La produccion de IL-6, IL-1B e IL-10 (Figura 41) fue inhibida significativamente cuando las
células productoras de VEs fueron tratadas con MitoTEMPO, lo que sugiere que la produccién

mitocondrial de ROS en células T CD4+ es necesaria para la produccion de VEs proinflamatoria.
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Figura 41. La produccion de ROSmt es necesaria para la liberacion de VE

Células T CD4+ primarias fueron infectadas o no con VIH-1AIN y posteriormente fueron tratadas con MitoTEMPO
(500uM). Como control negativo se utilizaron células sin infectar. Las vesiculas extracelulares fueron purificadas al dia 2

post-infeccion. y luego se afiadieron a cultivos de macréfagos autélogos. La produccion de IL6, IL-18 e IL-10 se midi6 a

las 24 horas mediante ELISA.

Para confirmar la participacion de HIF-1a en la generacion de VE proinflamatorias, las células T

CD4+ infectadas con VIH-1AIN fueron tratadas con Equinomicina (Figura 40). Dos dias después
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proinflamatorias.

de la infeccién y la adicion del inhibidor farmacolégico, las VE'™ fueron purificadas y

posteriormente afiadidas a cultivos de macréfagos. VEY de células T CD4+ expuestas al vehiculo

desencadenaron la secrecion de IL-6, IL-1 e IL-10. La inhibicion de la actividad de HIF-1a en las

células productoras de VE mediante el tratamiento con Equinomicina disminuy6 significativamente

la secrecién de las citoquinas estudiadas (Figura 42).
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Figura 42. La actividad de HIF-1a es necesaria para la liberacion de VE
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proinflamatorias.

Células T CD4+ primarias fueron infectadas con VIH-1AIN en presencia o no de Equinomicina (1nM). Como control

negativo se utilizaron células sin infectar. Las vesiculas extracelulares fueron purificadas 2% dia post-infeccion y luego

se afiadieron a cultivos de macréfagos autdlogos. La produccion de IL6, IL-18 e IL-10 se midi6 a las 24 horas mediante

ELISA.

Para confirmar los datos obtenidos previamente, se midié la produccién de IL-6 de macréfagos

expuestos a VE"™ producidas por células silenciadas para HIF-1a. Los resultados obtenidos

demostraron que la actividad de este factor de transcripcién en las células T CD4+ es necesaria

para la produccién de VE proinflamatorias (Figura 43). En conjunto, nuestros resultados muestran

que la actividad proinflamatoria las VE"" es dependiente de HIF-1a, tanto en las células

productoras de VE como en las células receptoras de VE, estableciendo un novedoso vinculo

entre infeccion por VIH-1, induccion de la actividad de HIF-1a e inflamacion mediada por VE.
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Figura 43. El silenciamiento de la expresion de HIF-1a en células T CD4 + disminuye la secrecion de VE

proinflamatorias liberadas por células infectadas con VIH-1.
Linfocitos T CD4+ fueron silenciados para HIF-1a. mediante transduccion lentiviral y posteriormente infectados con VIH-
1AIN. Al 2% dia post-infeccion las VE liberadas por células infectadas y no infectadas fueron purificadas y afiadidas a

cultivos de macréfagos autdlogos. La produccion de IL-6 por macréfagos expuestos a VE y VE"™ fue determinada al dia

siguiente por ELISA.

Las vesiculas extracelulares purificadas del plasma de individuos infectados con VIH-1

desencadenan la actividad de HIF-1a e inflamacion mediada por macréfagos

Con el fin de obtener una mayor comprension de la relevancia fisioldgica de los hallazgos
obtenidos, se decidié aislar y analizar la funcién de las VE presentes en el plasma de individuos
infectados con VIH-1. Las caracteristicas de los pacientes analizados se muestran en la siguiente

tabla:
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio.

VIH+/cCART Edad CD4% N°CD4 Sexo
00060 41 28 814 F
00061 35 43 1082 M
00062 16 495
00063 40 540
00072 33 524
00073 28 44 863 F
00074 41 37 838 F
00078 24 34 712 M
00090 30 27 1028 M
00096 36 F
00097 21 26 674 M

El aislamiento de las vesiculas extracelulares del plasma presenta ciertas dificultades debido a
la presencia de proteinas y lipoproteinas. El aislamiento de las vesiculas mediante centrifugacion
diferencial o ultracentrifugacion con gradiente de densidad da como resultado el aislamiento de
vesiculas junto con contaminantes como los agregados de proteinas o la separacion incompleta
de las vesiculas de las lipoproteinas. Teniendo en cuenta lo mencionado, las VE presentes en el
plasma de individuos VIH-negativos y VIH-positivos fueron aisladas por cromatografia de
exclusion por tamafo (size-exclusion chromatography, SEC) como es descripto en la seccion
“materiales y métodos” (Figura 9). Este protocolo permite obtener VE sin los contaminantes
mencionados. Una vez procesadas las muestras mediante SEC, la presencia de VE en cada
fraccion se determind por inmunoblot mediante la deteccion de los marcadores CD63 y CD9. La
eficacia del proceso de purificacibn se comprob6 analizando la presencia de componentes

solubles del plasma. Las fracciones 4, 5 y 6 mostraron un enriquecimiento de los marcadores
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CD63 y CD9 (Figura 44A). En cambio, estas fracciones fueron negativas para la presencia de las
proteinas solubles 1gG (Figura 44 A), fibrin6geno (Figura 44 B) y albumina (Figura 44C). Por lo
tanto, las fracciones enriquecidas en VE fueron agrupadas para ser utilizadas posteriormente en

estudios funcionales.
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Figura 44. Caracterizacién de VE purificadas a partir de plasma humano mediante cromatografia de exclusion

por tamafo.

(A-B) Western blot de las primeras 12 fracciones obtenidas a partir de cromatografia de exclusién por tamafio. Se
identificaron las fracciones enriquecidas en VE a través de la presencia de los marcadores canénicos CD63 y CD9. Para
evaluar la pureza de las fracciones obtenidas se determiné la presencia de las proteinas solubles del plasma I1gG (A) y
Fibrindgeno (B), las cuales fueron excluidas de las fracciones ricas en VE. (C) La pureza de las fracciones obtenidas se

confirmo a través de la cuantificacion de albimina humana en las fracciones agrupadas de VE (fracciones 4-6) y en las

fracciones libres de VE (fracciones 7-12).

Teniendo en cuenta que las particulas virales circulantes en plasma de individuos infectados con
VIH-1 podrian co-purificar con las VE, decidimos utilizar suero de individuos bajo tratamiento

antirretroviral (ARV) y con carga viral indetectable. Para analizar la actividad proinflamatoria de las
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VE derivadas del plasma, las vesiculas aisladas se incubaron con macréfagos durante 48h y la
produccion de citoquinas proinflamatorias se evalué utilizando el kit comercial CBA. Se observo
que las VEs de individuos infectados con VIH-1 indujeron un aumento significativo de la secrecién
de IL-6, IL-1B8 y TNF-a (Figura 45), en comparacion con las vesiculas provenientes de donantes
sanos. Estos resultados indican que durante la infeccién por VIH-1, las VE presentes en el plasma

pueden desencadenar inflamacion en macréfagos.
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Figura 45. Vesiculas extracelulares del plasma de pacientes infectados con VIH-1 bajo tratamiento antirretroviral
inducen la secrecién de citoquinas en macréfagos.

Vesiculas extracelulares aisladas del plasma de donantes sanos o de individuos VIH-1+ fueron agregadas a macréfagos
derivados de monocitos y la produccion de las citoquinas proinflamatorias IL-6, IL13 y TNF-a fue analizada mediante

ELISA al dia 2 después de la adicién de las VEs.

Teniendo en cuenta que la actividad proinflamatoria de las VEs producidas por células T CD4+
infectadas con VIH-1 in vitro depende de la induccidn de la actividad de HIF-1a en los macro6fagos,
se analizé la capacidad de las VE presentes en el plasma de individuos infectados con VIH-1 para
activar la via de HIF-1a en la linea celular reportera HeLa-HRE GFP. Se observé que, al igual que
las VEs producidas in vitro por células T CD4+ infectadas con VIH-1, las VEs aisladas del plasma
de individuos infectados con VIH-1 desencadenaron la actividad de HIF-1a (Figura 46 A). Ademas,
los niveles de induccion de la actividad de HIF-1a correlacionaron positivamente con la secrecion
de IL-6 e IL-1B (Figura 46 B), lo que sugiere que la induccion de la actividad de HIF-1a por las VEs

del plasma estéa asociada con la produccion de estas citoquinas inflamatorias.
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Figura 46. Vesiculas extracelulares del plasma de pacientes infectados con VIH-1 bajo tratamiento
antirretroviral inducen el aumento de la actividad de HIF-1a.

(A) La capacidad de las VE aisladas del plasma de pacientes VIH-1+ y de dadores sanos para estimular la actividad de
HIF-1a se analizé utilizando la linea celular reportera HeLa HRE-GFP. Las VEs aisladas del plasma de individuos
infectados con VIH-1 y donantes sanos fueron agregadas a la linea celular reportera y a las 48h la expresion de GFP
dependiente de HIF-1a se analizé por citometria de flujo. (B) Analisis de la correlacién entre la capacidad de las VEs de
pacientes VIH+ de promover la actividad de HIF-1a y su capacidad de inducir la secrecion de IL-6 e IL-1B en

macréfagos.

En conjunto, los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que al inducir la
produccion de ROS mitocondrial, la infeccion por VIH-1 aumenta la actividad de HIF-la. La
actividad aumentada de este factor de transcripcion promueve la replicacion viral y la liberacién de
VE"™ proinflamatorias, que a su vez estimulan la secrecion de citoquinas inflamatorias por parte

de macréfagos y células T CD4+ no infectadas (Figura 47).
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Figura 47. Las VE"™ de células T CD4+ infectadas con VIH-1 inducen una respuesta proinflamatoria en células
bystanders.

La deteccion de éacidos nucleicos derivados de VIH-1 desencadena la actividad de HIF-1a y la liberacion de VE

VIH VIH

inducidas por VIH-1 (VE'"). A su vez, la absorcion de VE"" por parte de las células T CD4+ y los macrofagos,

desencadena la secrecion de IFN-y o IL-1B e IL-6 dependiente de HIF-1a, respectivamente. Por lo tanto, este modelo

VIH

propone que tanto HIF-1a. como VE"" juegan un papel critico en la promocién de la disfuncién inmune y la inflamacion

durante la infeccién por VIH-1.
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Discusion

La infeccion por VIH-1 causa la deplecion progresiva de linfocitos T CD4+, la cual, en ausencia
de tratamiento, avanza hasta el desarrollo del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA). Si
bien el estadio de SIDA representa una condicion mortal, un conjunto creciente de farmacos
antirretrovirales han permitido modificar el curso de la infeccion por VIH-1, permitiendo el control
de la replicacion viral de forma tal que la carga viral permanece en niveles indetectables y el
namero de linfocitos T CD4+ circulantes se acerca a los valores normales observados en
individuos sanos. Por lo tanto, la terapia actual logra evitar el avance de la enfermedad al estadio
de inmunodeficiencia, convirtiendo a la infeccion por VIH-1 en una patologia crénica. Sin embargo,
el tratamiento no permite erradicar el virus en su totalidad. En efecto, desde etapas tempranas de
la infeccion, se establecen reservorios virales en diferentes células del sistema inmune,
principalmente en linfocitos T CD4+ de memoria [34]. La presencia de estos reservorios determina
gue los pacientes deban permanecer bajo tratamiento antirretroviral de por vida, dado que si el
mismo es interrumpido, la viremia aumenta rapidamente, alcanzando altos titulos.

En comparacion con individuos sanos, los pacientes infectados con VIH-1, aun aquellos bajo
tratamiento efectivo, presentan un aumento en la expresion de marcadores de activacion inmune,
y en particular de marcadores de inflamacién. Se considera que la inflamacién persistente en
estos pacientes representa la base patogénica de un conjunto de enfermedades no relacionadas
al SIDA, tales como cancer, enfermedades cardiovasculares, neurologicas, 6seas, hepdéticas y
renales [40, 145]. Este conjunto de enfermedades es significativamente mas prevalente en
pacientes infectados con VIH-1 que en el resto de la poblacién. En este contexto, comprender los
mecanismos responsables de la inflamacién y activacién inmune persistente resulta de suma
importancia para la identificacién de nuevos blancos terapéuticos que permitan contrarrestar estas
patologias de base inflamatoria. Desde esta perspectiva, en la presente tesis doctoral se ha

estudiado el papel que el Factor Inducible por Hipoxia 1-alfa y las vesiculas extracelulares juegan
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en el desarrollo de inflamacion y en la activacién inmune crénica en el contexto de la infeccion por
VIH-1.

Los resultados de esta tesis doctoral se pueden resumir en tres conjuntos de datos principales.
Primero, se demostré que los acidos nucleicos virales, en particular el ADNdc generado durante la
replicacion del VIH-1, inducen la estimulacion de la actividad de HIF-1a dependiente de ROS
mitocondrial en células T CD4+, promoviendo de esta manera la replicacion del VIH-1. En
segundo lugar, se observé que la induccién de HIF-1a inducida por la infeccién por VIH-1
promueve la liberacién de VEs con propiedades proinflamatorias. En tercer lugar, mostramos que
las VEs aisladas del plasma de individuos VIH-1(+) bajo tratamiento antirretroviral, al interactuar
con macréfagos, desencadenan la actividad de HIF-la y la produccion de citoquinas
proinflamatorias ex vivo. En conjunto, estos resultados posicionan a HIF-1a y VE como actores
clave en la patogénesis de la inflamacién asociada a la infeccién por VIH-1.

El control de la actividad de HIF-1a en células T CD4+ es un proceso complejo con numerosas
instancias de regulacién. Condiciones de hipoxia, la estimulacion del TCR y ciertas citoquinas
pueden desencadenar la actividad de este factor de transcripciéon [146]. Ademas, ha sido sugerido
que el ROSmt generado durante la activacion de células T también podria promover la
estabilizacién y la actividad de HIF-la. Llamativamente, nuestros resultados contrastan con
reportes previos que muestran que la proteina accesoria viral Vpr es responsable de
desencadenar la expresion de HIF-1a en células humanas microgliales [147]. Esta observacion
sugiere que los mecanismos responsables de desencadenar la actividad transcripcional de HIF-1a
durante la infeccion por VIH-1 dependen del tipo celular que se analiza. También hemos evaluado
el papel de las proteinas virales Env y Nef, las cuales fueron reportadas por alterar distintas vias
de sefializacién en células T CD4 [148, 149]. Sin embargo, ninguna de ellas intervino en la
induccion de la actividad de HIF-1a. El mismo resultado fue obtenido al evaluar si las proteinas
estructurales (derivadas de Gag-Pol) participan en la activacion de esta via. Confirmamos que las
proteinas accesorias y las proteinas estructurales expresadas por VIH-1 no participan en la

activacion de la via de HIF-1a al utilizar mutantes virales deficientes para dichas proteinas. Este
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conjunto de resultados nos condujo a evaluar si un PAMP viral fue responsable de activar la via de
HIF-1a en estas células. Si bien no existen reportes que describan que HIF-1o pueda ser activado
por PAMPs virales en linfocitos T CD4, trabajos previos indican que distintas moléculas de origen
bacteriano pueden promover la expresion y actividad de HIF-1a en macrofagos, ya sea como
consecuencia de la activacion de estas células o por accion directa del componente bacteriano
estudiado (por ejemplo, por accién de sideréforos enterobacterianos) [74, 75]. Nuestros
resultados demuestran que la presencia del ADN viral es suficiente para aumentar la actividad
transcripcional de HIF-1a, lo que sugiere que algun sensor podria detectarlo como un PAMP viral
para activar una via inflamatoria dependiente de HIF-1a. Sorprendentemente, cuando
transfectamos ADN exdgeno sintético en la linea reportera HeLa-HRE, ésta mostré un aumento
en la actividad transcripcional de HIF-1a, sugiriendo que la deteccién de ADN y la consecuente
activacion de esta via es un fendbmeno no restrictivo a los acidos nucleicos del VIH-1. A pesar de
que fueron silenciados los dos sensores de ADNdc citosélico descriptos en células T CD4+ en
respuesta a la infeccion por VIH-1 (cGAS e IFI16) [150, 151], asi como de la molécula integradora
de la sefializacion a través de estos receptores, STING, la induccion de la actividad de HIF-1a en
respuesta a la infeccion por VIH-1 (y al ADNdc sintético) no fue alterada por el silenciamiento.
Estas observaciones abren la posibilidad de que otro sensor de ADN citosélico sea responsable
de detectar el ADNc viral. Alternativamente, existe la posibilidad de que otra via de deteccion,
como la via mediada por TLR, sea responsable de detectar el ADNdc generado durante la
infeccion por VIH-1. En este sentido, Hong y colaboradores han demostrado que la estimulacion
de células T98G (una linea celular de glioblastoma) con analogos de acidos nucleicos virales
promueven la expresion transcripcional y traduccional de HIF-1a [152], sin embargo, no describen
el sensor encargado de promover la expresion de este factor de transcripcion. Finalmente, a pesar
de que el tratamiento con Efavirenz y Nevirapina, dos inhibidores de la TI viral, inhibe
significativamente la induccion de HIF-1a mediada por VIH-1, no podemos descartar por completo

gue el ARN viral contribuya a la promocion de la actividad de HIF-1a.
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A pesar de no haber identificado el sensor responsable de detectar el ADN viral, en este trabajo
hemos podido avanzar en la comprension del mecanismo por el cual este acido nucleico induciria
la actividad transcripcional de HIF-1a. El ROS mitocondrial tiene la capacidad de promover la
expresion y actividad de HIF-1a [83], por lo que evaluamos si estas especies reactivas del O,
participaban en los fendbmenos descriptos. Nuestros resultados demostraron que tanto el ADNc del
VIH-1 como la transfeccion con el analogo de ADN viral poli(dA:dT) fueron capaces de estimular la
produccién de ROSmt, siendo este Ultimo necesario para activar la via de HIF-1la. Esto fue
comprobado al abolir la induccién de HIF-1a mediada por VIH-1 al utilizar un scavenger especifico
que inhibe la produccion de ROSmt (MitoTempo). Las especies reactivas del O,, intervienen en
varios procesos actuando como mensajeros intracelulares, siendo el ROSmt importante para
mediar la activacion de distintas moléculas asociadas a la mitocondria, por ejemplo las MAVS
(mitochondria-associated viral sensor) [153]. Por lo tanto, postulamos que la deteccion
citoplasmética de ADN viral y la produccién de ROSmt podrian formar parte de un programa
necesario para iniciar una respuesta antiviral. Esta hipotesis es lo suficientemente interesante para
ser abordada en futuros estudios de nuestro grupo. Cabe destacar que se ha reportado
previamente que células T CD4+ de pacientes infectados y células infectadas productivamente
con VIH-1 poseen una mayor produccion de ROS [154].

En esta tesis doctoral demostramos que, al inducir la produccién de ROS mitocondrial, el ADNdc
citosdlico generado durante la replicacion del VIH-1 estimula la actividad de HIF-1a en células T
CD4+. Una de las consecuencias del incremento de la actividad de HIF-1a es el de la promocion
de la glicolisis aerdbica en los cultivos de células infectadas. Estos resultados son concordantes
con reportes previos de nuestro grupo que muestran que pacientes infectados con VIH-1 poseen
una mayor proporcién de linfocitos T CD4+ Glutl+, y a su vez estas células poseen un
metabolismo glicolitico aumentado [50]. Por otro lado, Hegedus y colaboradores reportaron que el
VIH-1 induce el aumento de la glicdlisis en linfocitos T CD4+ primarios, lo cual es necesario para
una mayor produccién de particulas virales in vitro [133]. En base a nuestros resultados y a

bibliografia previa que demuestra que en otras infecciones virales el incremento de la glicdlisis
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aerdbica es necesaria para la biosintesis de moléculas utilizadas para la produccion de progenie
viral [155, 156], postulamos que el requerimiento de HIF-1la para la replicacion del VIH-1 podria
ser consecuencia de su actividad como regulador metabdlico celular. Una opcién alternativa es
que este factor de transcripcion promueve la transcripcidbn de genes virales o factores celulares
necesarios para la replicacion viral. En este sentido, Deshmane y colaboradores han demostrado
que en células humana microgliales [147] HIF-1a puede unirse al LTR de VIH-1 promoviendo la
transactivacion y transcripcion de genes virales. Independientemente de cuél sea el mecanismo
por el cual HIF-1a favorece la replicacion viral, el incremento de la actividad de este factor de
transcripcién permitiria explicar, al menos parcialmente, los desérdenes metabdlicos observados
en células inmunes de pacientes infectados con VIH-1 [50, 133].

Otro resultado central de esta tesis, es la demostracion de que el incremento de la actividad de
HIF-1a en células T CD4+ promueve la secrecién de VE proinflamatorias. Estas VE inducidas por
la infeccion viral son capaces de estimular la activacion de HIF-1a tanto en macrofagos como
linfocitos T CD4+ no infectados. El aumento de la actividad de HIF-1a en las células receptoras de
VEs se asocia, a su vez, a un incremento en la actividad inflamatoria de estas células. Por lo
tanto, proponemos que HIF-1la induce la formacion de VEs que propagan estimulos
inflamatorios desde células infectadas a otras células no infectadas del sistema inmune. En
este sentido, y otorgando mayor relevancia fisiolégica a nuestros resultados, presentamos datos
que muestran que las células T CD4+ aisladas de sangre de individuos infectados con VIH-1,
expresan niveles elevados de HIF-1a, en comparacion con individuos sanos. Ademas,
demostramos que las VEs aisladas del plasma de individuos infectados con VIH-1 desencadenan
la actividad transcripcional de HIF-1a en las células receptoras y, lo que es méas importante,
inducen la secrecion de citoquinas proinflamatorias por parte de los macréfagos expuestos.
Aunque el origen de las VEs del plasma con actividad pro-inflamatoria no fue determinado, es
posible pensar que las células T CD4+ formarian parte de la poblacién celular productora de VEs
inflamatorias.

Las VEs pueden mediar diferentes tipos de procesos de comunicacion intercelular al mediar la

transferencia de acidos nucleicos, lipidos y proteinas de una célula a otra [157]. Teniendo en
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cuenta esta gran variedad de biomoléculas que las VE pueden transportar y “entregar” a la célula
receptora, son varios los mecanismos que podrian participar en la induccion de la actividad de
HIF-1a en las células receptoras de vesiculas proveniente de pacientes infectados o de células
infectadas. En este sentido, una opcién es que las VE transporten HIF-1a en su interior y lo
liberen en la célula aceptora, tal como ha sido descripto en células epiteliales que sobreexpresan
el oncogén LMP1 [158]. Alternativamente, teniendo en cuenta que ha sido reportado que varios
ARNmM capaces de ser transducidos son empaquetados en VE [159], postulamos la posibilidad de
que las VEs transporten y liberen en el citosol de la célula blanco el ARNm de HIF-1la. Otra
explicacion alternativa es que las VEs transporten miARNs que regulen la expresion de HIF-1la
(por ejemplo miR-135 y miR-21[160] o de otros genes que regulan HIF-1a, tal como ha sido
descripto para miARNs secretados por células presentes en un microambiente hipéxico, [161].
Finalmente, las VEs podrian mediar la transferencia de ADNdc entre células [162].

La mayoria de los estudios mencionados arriba fueron realizados en células tumorales.
Considerando que las células inmunes activadas comparten caracteristicas metabdlicas con
células cancerosas, consideramos que es probable que algunos de estos mecanismos participen
en la induccion de la actividad de HIF-1a mediada por VEs secretadas por linfocitos T CD4+
infectados. Una perspectiva que surge a partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo
es la de identificar qué componente/es presentes en las VEs serian responsables del aumento de
la actividad de HIF-1la. En este sentido, nuestro grupo de trabajo ha iniciado el andlisis de la
composicion proteica y de miARNs en VEs purificadas del plasma de dadores sanos y dadores
VIH-1(+). Estos estudios en curso permitiran comprender las bases mecanisticas de la induccion
de HIF-1a mediada por VE secretadas en el contexto de la infeccion por VIH-1.

Como fue mencionado, nuestros resultados no solo demuestran que VE"" pueden inducir la
actividad de HIF-1a en las células blanco, sino que también presentamos evidencias de que la
actividad de HIF-1a en los linfocitos T CD4 infectados estimula la secrecion de VEY". Estudios
previos realizados en células tumorales han demostrado que en condiciones hipéxicas, HIF-1a

puede estimular la liberacion de VE con actividad pro tumoral [163]. En efecto, en células de
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cancer de mama humano, HIF-1a induce la secreciéon de VE dependientemente de Rab22. Estas
VE, a su vez, promueven la formacion de focos adherentes, invasién y metéstasis [164]. Por lo
tanto, estos estudios demuestran que un microambiente hipéxico, tipicamente asociado a
tumores, puede inducir la produccion y modular la funcionalidad de exosomas y otras VE. En
sintonia con estas observaciones, nuestros resultados muestran que la induccion de la actividad
de HIF-1a por el ADNdc derivado de VIH-1 promueve la produccién de VEs con una notoria
actividad proinflamatoria. A su vez, demostramos que la actividad de HIF-1a es dependiente de
ROSmt, por lo que la inhibicion farmacolégica de esta especie reactiva de O,, o la inhibiciéon de
HIF-1a. en células T CD4+ infectadas, abolié la produccion de VE capaces de promover la
secrecion de citoquinas proinflamatorias en macrofagos. En conjunto, nuestros datos podrian
indicar que en respuesta a una infeccién viral, los linfocitos T CD4 producen ROSmt que, a su vez,
induciria la actividad de HIF-la con la consecuente liberacion de VE con capacidad
proinflamatoria, transmitiendo un “mensaje de alerta” a células no infectadas. Asi como la
actividad de HIF-1a es necesaria para la produccién de VE pro-inflamatoria, la induccién de la
actividad de HIF-1a en las células receptoras de VE es necesaria para la secrecion de citoquinas
proinflamatorias. De hecho, la inhibicion farmacologica de la actividad de HIF-1a en las células
receptoras de VE" abrogé la secrecion de IFN-y por parte de las células T CD4+ y de IL-1p e IL-
6 por parte de los macréfagos. Por lo tanto, proponemos que la induccién de la actividad de
HIF-1la en macréfagos bystanders mediada por VE durante el curso de la infecciéon por VIH-
1 podria desempefiar un papel relevante en la respuesta inflamatoria cronica sostenida y en
las complicaciones no relacionadas con el SIDA de individuos VIH-1+.

Nuestros resultados demostrando el papel critico de HIF-1o en la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias por parte de macréfagos son consistentes con reportes previos que posicionan a
HIF-1a como un elemento clave en la respuesta inmune ante patégenos [165]. HIF-1a es
requerido para la destruccion de los patdégenos fagocitados [166], y para la produccion de
citoquinas, quimioquinas y moléculas antimicrobianas [76, 167, 168]. Por lo tanto, en el contexto

de una infeccion, los genes blanco de HIF-1a en macrofagos se pueden dividir en dos categorias:
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i) genes involucrados en la produccion de mediadores solubles que reclutan y activan otras
poblaciones de células inmunitarias; ii) genes que participan en la regulacion de la actividad
microbicida. En este trabajo mostramos que las VE'" estarian implicadas en la modulacién genes
de la primera categoria. Si las VE'" pueden modular la actividad microbicida de macréfagos
expuestos a éstas, es una pregunta relevante que esta siendo abordada actualmente por nuestro
grupo.

En conjunto, los datos obtenidos indican que el ADNdc generado por la infeccion por VIH-1 es
responsable de desencadenar la respuesta mediada por ROSmt/HIF-1a/VE. Un conjunto de
evidencias nos permitio situar al ADNdc como disparador de esta respuesta celular. De manera
resumida, la actividad de HIF-1a es promovida por: i) VLPs derivadas de VIH-1 que portan ARN
capaz de transcribirse de forma inversa, pero no por VLPs desprovistas de acidos nucleicos; ii) la
infeccién de un virus mutante que no expresa la integrasa (VIH-1AIN), por lo que puede transcribir
de forma inversa el ARN viral pero no produce progenie viral; iii) la transfeccién con ADNdc
sintético poli(dA:dT). Ademas, demostramos que los inhibidores de la T, Efavirenz y Nevirapina,
anulan la respuesta inducida por la infeccién, lo que respalda ain mas la idea de que el ADN
transcrito de forma inversa es el principal desencadenante de la actividad de HIF-1a. Una
pregunta que no pudo dilucidarse en esta tesis, es la referente a cudl es la via responsable de
detectar el ADN generado en las células infectadas. Sin duda, esta pregunta amerita ser
investigada.

Comprender las causas que expliqguen los elevados niveles de marcadores de inflamacion
sistémica en individuos VIH-1(+) resulta de maxima relevancia, dado que diversos estudios
indican que los mismos son predictores de morbilidad y mortalidad [40, 169, 170], cumpliendo la
inflamacién un importante papel en la patogénesis de esta infeccion. En este sentido, ha sido
reportado que los pacientes infectados con VIH-1 presentan niveles aumentados de LPS
circulante y que este PAMP bacteriano es responsable de activar monocitos y macrofagos,
contribuyendo asi a la inflamacion crénica [43]. En linea con estudios que buscan otros elementos
implicados en la inflamacion crénica durante la infeccidon con VIH-1, los resultados presentados en

este trabajo demuestran un papel fundamental y novedoso del ADNdc viral, del ROSmt y de HIF-
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la. Sorprendentemente, se observo la presencia de VE proinflamatorias en el plasma de
pacientes infectados con VIH-1 a pesar de estar sometidos eficazmente al tratamiento
antirretroviral. Estas VE podrian ser responsables de sostener los niveles elevados de HIF-1a
observados en las células T CD4 + circulantes.

Informes recientes han demostrado que, incluso en pacientes en los que la carga viral es
indetectable, la replicacién activa del VIH-1 tiene lugar en 6rganos linfoides secundarios [171].
Aunque desconocemos la causa responsable de los niveles elevados de HIF-1a en células T
CD4+ de pacientes VIH-1(+) bajo tratamiento ARV, una explicacién posible es que la replicacién
persistente de VIH-1 durante el tratamiento sea suficiente para sostener los niveles elevados de
HIF-1a en células T CD4+ y de VEs proinflamatorias a lo largo del tiempo. Independientemente de
cual sea la razén por la que la actividad de HIF-1la persiste en el tiempo, nuestros resultados
convierten a HIF-1a en un atractivo blanco terapéutico. Hoy en dia se estan realizando grandes
esfuerzos para inhibir la actividad de este factor de transcripcién para combatir enfermedades
como el cancer. Explorar el efecto de estos inhibidores en pacientes infectados con VIH-1 y con
altos niveles de inflamacién podria ser una alternativa interesante.

En conclusion, la presente tesis muestra que HIF-1la participan activamente en la patogénesis
del VIH-1. En primer lugar, a través de la promocién de la replicacion viral y en segundo lugar
fomentando una respuesta inflamatoria en linfocitos T CD4+ y macro6fagos no infectados. Nuestros
resultados nos acercan al mecanismo por el cual esto ocurre. Hemos podido demostrar que el
ADN viral induce la actividad de HIF-1o a través de la produccion de ROSmt, y a su vez,
promueve la liberacion de VEs. Estas VE a su vez inducen la secrecion de citoquinas
proinflamatorias luego de su interaccion con linfocitos T CD4+ y con macrofagos no infectados,
pudiendo participar en la inflamacion crénica observada en pacientes. El hecho de que VEs de
pacientes infectados posean propiedades similares fortalece esta idea. La modulacién de la
produccion de ROSmt o de la actividad de HIF-1a en individuos infectados con VIH-1 tratados con
ARVs podria representar una estrategia terapéutica para contrarrestar la inflamacion durante la
infeccion por VIH-1, reduciendo asi el riesgo de desarrollar eventos graves no relacionados con el

SIDA.
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Conclusiones y perspectivas

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral permitieron identificar el papel de HIF-1a
en dos aspectos principales de la patogenia del VIH-1:

1- Como un factor necesario para la replicacion viral.

2- Como promotor de inflamacion.

Si bien se caracterizd el papel de HIF-1la en la promocién de inflamacién a través de la
generacién de vesiculas extracelulares por parte de células infectadas, el contenido de las
vesiculas responsable de inducir inflamacién no fue analizado, siendo un interrogante que amerita
ser abordado. En este sentido, proponemos investigar la composicion de las VE pro-inflamatorias,
asi como también iniciar estudios destinados a identificar en la célula receptora (macrofagos y
linfocitos T CD4+ por ejemplo) el sensor que reconoceria ese elemento proinflamatorio contenida
en las vesiculas liberadas. Teniendo en cuenta lo antedicho se proponen las siguientes
perspectivas:

1- Caracterizar la composicion bioquimica, en particular los miARNs y proteinas, de las
vesiculas liberadas por células infectadas con VIH-1 y vesiculas presentes en el plasma de
pacientes infectados. Estos estudios se realizaran en colaboracion con dos grupos referentes
en la temética a nivel internacional: el contenido de miARN se analizara en el laboratorio del
Dr. Witwer (Universidad de Johns Hopkins, EEUU), y las proteinas en el grupo liderado por la
Dra. Thery (Instituto Curie, Francia).

2- ldentificar en las células receptoras de VEs cuales son los sensores que participan en la
deteccion de los PAMPs presentes en las VEs liberadas por células infectadas y/o por las VE
del plasma. Para ello se silenciaran distintos RRP (por ejemplo, TLRs, IFI16, RIG-1, etc) por

transduccion lentiviral en Macréfagos expuestos a VE.
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