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Resumen

Las mujeres representan la mitad de la poblacién infectada por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) en el mundo. A pesar de que el nimero de nuevos diagndsticos en mujeres en edad
reproductiva esta descendiendo, las tasas de contagio estan incrementando en mujeres mayores de 50 afios.
La principal via de adquisicion del VIH en mujeres es por transmisién sexual; sin embargo, la tasa de
contagio por contacto sexual es baja, indicando la presencia de mecanismos de inmunidad innata que
protegen el tracto genital femenino (TGF) de infecciones. Entre las células del sistema inmunoldgico innato
gue residen en la mucosa genital, los neutrdfilos son los leucocitos mas abundantes. Los neutréfilos se
caracterizan por presentar un amplio abanico de respuestas frente a patdégenos, entre las que encontramos:
degranulacion, liberacion de especies reactivas del oxigeno (ROS, reactive oxygen species), fagocitosis o
la liberacion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NETSs, neutrophil extracellular traps). Las NETs
son estructuras en forma de red compuestas por fibras de ADN y recubiertas por proteinas con actividad
antimicrobiana. Los neutrofilos liberan estas NETs con el fin de atrapar e inactivar patégenos.

Nuestro grupo de investigacion demostré en publicaciones anteriores que los neutréfilos genitales
de mujeres en edad reproductiva (premenopausicas) liberan NETs de manera inmediata en respuesta al
VIH. Ademas, estas NETSs se caracterizan por tener la capacidad de inactivar al virus de manera irreversible,
lo que representa un mecanismo protector innato de la mucosa genital frente a la infeccion por VIH. Sin
embargo, aln se desconocen los eventos moleculares subyacentes involucrados en el reconocimiento viral
y la liberacion de NETS, asi como hasta qué punto la proteccion innata de la mucosa cambia en el tracto

genital femenino con el envejecimiento.

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron muestras humanas del tracto genital femenino (24-77
afios) y de sangre (18-72 afios) procedentes de mujeres donantes. Estas muestras fueron procesadas para la
obtencion de suspensiones celulares y purificacion de neutrdéfilos. Las células se estimularon in vitro con
particulas virales de VIH (PV-VIH) para inducir y evaluar la liberacion de NETSs. Los resultados obtenidos
demostraron que la formacion de NETs en respuesta a VIH esta impedida en neutréfilos genitales y de
sangre procedentes de mujeres postmenopausicas, reduciéndose de forma progresiva a medida que éstas
envejecen. Los neutrofilos genitales y sanguineos liberaron NETS tras reconocer el material genético del
VIH a traves de dos receptores tipo Toll (TLRs, Toll-like receptors) endosomales: TLR7 y TLR8. TLR8
esta involucrado en la liberacion temprana de NETs (0-15 min) y TLR7 en la liberacion tardia (15 min-2
h). No obstante, también se identificaron diferencias en los mecanismos de liberacién de NETs entre los
neutrofilos de sangre y del TGF. En los neutr6filos sanguineos, la envoltura del VIH es también reconocida,
induciendo la liberacion de NETs y un rapido incremento en los niveles de calcio intracelular. Esta respuesta

de calcio se redujo significativamente en mujeres a medida que aumentaban en edad, suponiendo también

VI



una disminucion en la liberacion de NETSs. Por el contrario, los neutr6filos genitales no mostraron un
aumento en los niveles intracelulares de calcio cuando se estimularon con VIH. Los neutrdfilos genitales
Unicamente liberaron NETs tras reconocer el VIH a través de los TLRs endosomales, y la ruta de
sefializacion mediada por TLR8 se vio negativamente afectada en mujeres postmenopausicas, suponiendo
una reduccion en la liberacion de NETs. Hasta donde sabemos, esta es la primera descripcion de diferentes
respuestas por parte de neutréfilos de sangre y de tejido ante el mismo patdgeno. Ademas, es la primera
demostracion de que el envejecimiento a partir de la menopausia afecta la liberacion de NETSs en respuesta
al VIH, lo que proporciona informacién importante para comprender la susceptibilidad a la infeccion a
medida que las mujeres envejecen. Nuestros hallazgos resaltan que las respuestas de los neutréfilos tisulares

no pueden predecirse simplemente a partir de modelos de neutréfilos sanguineos.

El proceso de liberacién de NETs puede implicar la ruptura de la membrana celular del neutréfilo
0 no comprometer su integridad. Se diferencia entonces entre liberacion litica de NETS, un proceso asociado
con inflamacién y muerte celular; y liberacion no litica de NETSs, que no compromete la viabilidad. En este
estudio identificamos por primera vez dos marcadores (anexina V, ANXV; vy lactoferrina, LTF) que
permitian la tincion especifica de NETs producidos a través de vias liticas, lo cual posibilita la
diferenciacion entre NETS liticos y no liticos. Considerando la incorporacion o no de estos marcadores en
los NETSs, identificamos que los neutrofilos sanguineos liberaban NETS en respuesta al VIH a través de vias
liticas y no liticas. Sin embargo, los neutréfilos genitales realizaban preferencialmente la liberacidn no litica
de NETS en respuesta al virus. Estos resultados indican que la liberacion de NETS en los tejidos genitales
no estd a asociada a inflamacidn. La inflamacion esta relacionada con un aumento del dafio tisular y un
mayor reclutamiento de células inmunoldgicas. En el contexto de infeccién por VIH, estas consecuencias
potenciarian el contacto entre el VIH y sus células diana. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la
liberacion de NETSs en la mucosa genital desempefia funciones protectoras frente a la adquisicion del VIH,

suponiendo un mecanismo de la inmunidad innata involucrado en la prevencion del contagio por VIH.

En resumen, nuestros resultados indican que la liberacion temprana de NETSs en respuesta al VIH
se reduce progresivamente en las mujeres a partir de la menopausia. Esta reduccion se debe a la alteracion
de mecanismos involucrados en el reconocimiento del VIH, viéndose afectadas diferentes rutas
dependiendo de si los neutr6filos son sanguineos o residentes en la mucosa genital. Ademas, identificamos
que la estimulacion con VIH inducia la liberacion de un conjunto de NETs que incorporaban anexina V.
Estos NETs se visualizaron predominantemente en neutréfilos sanguineos, sugiriendo propiedades

proinflamatorias que estarian ausentes en los neutréfilos de la mucosa genital (llustracion 1).

Con ello, concluimos que las respuestas de neutréfilos tisulares no pueden ser simplemente

extrapoladas a partir de modelos de neutréfilos sanguineos, que la liberacion de NETs por parte de
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neutréfilos genitales supone un bajo dafio tisular y un minimo reclutamiento de células diana para el VIH
en el tracto genital femenino, y que la reduccion de NETs en respuesta con VIH en mujeres
postmenopausicas a medida que avanzan en edad podria representar un factor de mayor riesgo de infeccion
por VIH.

Neutrofilos sanguineos Neutrofilos genitales

O WL

TLR8 TLR8
o e

r m 5 D - n
-ﬁg_ % TLR7 | TIRT ¥ -‘é} @_ ) TLRT | TR7 (G -ﬁ-}
'fff Meas!  Tear \531-

Premenopausia Postmenopausia Premenopausia Postmenopausia
Liberacion temprana de NETs | |
Senalizacion por TLR8
Calcio intracelular No
NETs Annexin V+ Si No

llustracion 1. Diferencias entre neutréfilos sanguineos y genitales durante la liberacion de NETSs.

Resumen de las principales diferencias en el proceso de liberacién de NETs en respuesta al VIH entre neutrofilos
sanguineos y del tracto genital femenino y su alteracién con la edad.
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Introduccioén

La pandemia del virus de la inmunodeficiencia humana o VIH comienza en junio de 1981, cuando
el centro de control de enfermedades (CDC, Centers for Disease Control and Prevention) de los Estados
Unidos reporta la primera evidencia clinica sobre una enfermedad que, mas adelante, se catalogé como
Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [1, 2]. Sin embargo, no fue hasta 1983 cuando la
investigadora Francoise Barré-Sinoussi publica, desde el instituto Pasteur en Francia, el descubrimiento de
un retrovirus como posible agente causante del SIDA [3]. Dicho retrovirus toma oficialmente en 1986 el
nombre de ‘Virus de la Inmunodeficiencia Humana’ tras ser anunciado por parte del Comité Internacional

de Taxonomia de Virus [1].
1. Infeccion por VIH

El VIH es un retrovirus que infecta a un conjunto de células del sistema inmunoldgico que expresan
el receptor CD4 y los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 en su membrana. Por tanto, se catalogan
como principales células diana para el VIH las células T CD4*, las células dendriticas y los macréfagos [4,
5]. En la etapa mas temprana de la infeccion por VIH, hay una infeccién linforreticular sistémica masiva
gue supone una reduccién importante en el nimero de células T CD4*. Los mecanismos de eliminacion de

las células T CD4+ incluyen [4]:

e Apoptosis de células infectadas y activadas a través de mecanismos no inflamatorios mediados por
caspasa 3.

o Piroptosis de células transelntes infectadas a través de la activacion de caspasa 1. Este mecanismo
puede explicar la mayoria de las células T perdidas, y se caracteriza por ser un proceso altamente

inflamatorio [4].

Ante este escenario, el individuo infectado padece una supresién inmunoldgica que, en ausencia de
tratamiento, progresa frecuentemente al estado mas avanzado de la infeccion por VIH: el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida o SIDA. El SIDA se define por el desarrollo ciertos tipos de cancer,

infecciones u otras manifestaciones clinicas graves a largo plazo que pueden concluir con la muerte [5-7].

2. Epidemiologia y estadisticas

La infeccion por VIH continta siendo un problema de salud puablica a nivel global con 39 millones

de personas infectadas en el mundo y con 1.3 millones de nuevas infecciones en 2022 [7, 8].
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Segun las estadisticas proporcionadas por el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el
SIDA (ONUSIDA) en 2022, se estima que:

- De los 39 millones de personas viviendo con VIH, 1.5 millones son menores de 15 afios.
- En el afio 2022, el 86% de las personas con VIH sabian que estan infectadas y el 76% tuvieron
acceso a un tratamiento.

- 630 000 personas murieron a causa de patologias relacionadas con el SIDA [8].

Tabla 1. Datos epidemiolégicos del VIH a nivel mundial.

2000 2005 2010 2021 2022

Personas 26.6 millones  28.9 millones = 31.5 millones  38.7 millones = 39.0 millones
infectadas con VIH = 155 6 31 oM]  [24.5-33.8M]  [26.7-36.8M]  [32.8-452M] = [33.1-45.7M]
Nuevas infecciones | 2.8 millones | 2.5 millones | 2.1 millones | 1.4 millones 1.3 millones
por VIH (totales) [22-38M]  [19-33M] | [1.6-28M] = [L1-18M]  [L0O-17M]
Nuevas infecciones | 2.3 millones = 2.0 millones 1.8 millones = 1.3 millones = 1.2 millones
?;’Ju\l/t'o': v5ai0y [L73IM] [L526M]  [1424M]  [0.9517M]  [0.9-16M]
Nuevas infecciones = 530 000 480 000 310 000 140 000 130 000
?&%X;,Ho_l saios) | [036083M]  [033-075M] | [021-049M]  [0.1-0.22M]  [0.09-0.21M]
Muertes 1.7 millones =~ 2.0 millones 1.3 millones 660 000 630 000
relacionadas conel 1y 5 5 Jvi [1.5-2.7M] [1-1.8M] [05-0.9M]  [0.5-0.9M]

SIDA

Datos epidemiolégicos sobre el nimero personas infectadas por VIH, nuevas infecciones y muertes a causa del SIDA
desde el 2000 al 2022. Datos proporcionados por el Programa Conjunto de ONUSIDA, 2023 [8].

Las mujeres representan el 53% de las personas infectadas por VIH a nivel global [8]. Sin embargo,
estos porcentajes varian dependiendo de las zonas geogréaficas a las que nos refiramos. En paises de Europa
o Norteamérica, la proporcion de mujeres con VIH es menor que la de hombres, siendo las mujeres el 20-
40% de las personas infectadas por el virus [9]. Sin embargo, en algunas regiones endémicas tales como el

Africa Subsahariana, este porcentaje de mujeres con VIH asciende hasta un 60-80% (Ilustracion 2) [9].

En 2022, se infectaron con VIH alrededor de 4 000 mujeres de entre 15-24 afios semanalmente en
el mundo [8]. Afortunadamente, el nimero de nuevos casos de infecciones por VIH en mujeres esta
descendiendo. Sin embargo, este dato positivo no aplica para mujeres mayores de 55 afios, quienes han

aumentado el nimero de nuevos diagnosticos de VIH en algunos paises como Estados Unidos [10]. En la
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actualidad, el perfil de personas infectadas por VIH se ha desplazado hacia una tendencia de mayor edad
[11, 12]. Estos datos podrian ser justificados por los siguientes factores:

- Aumento en el nimero de personas mayores de 50 afios que viven con el VIH:

o El propio envejecimiento estd vinculado con la pérdida de funciones a nivel celular y
tisular, incrementando la susceptibilidad y el riesgo de infeccion por VIH [11, 13].

o El avance en las terapias antirretrovirales (ART, antiretroviral therapy) ha incrementado
la calidad y esperanza de vida en las personas infectadas con VIH [11].

- Aumento en el nimero de nuevos diagndsticos de VIH en personas mayores de 50 afios:

o El estigma anticipado ha sido reportado por numerosos estudios como una de las causas
por las que las personas no acceden a someterse a pruebas de VIH. El prevalente discurso
moral en paises como Kenia o Uganda acerca de que el VIH es una infeccion que se asocia
con la prostitucion o el adulterio, resulta en un estigma anticipado que incluye el ridiculo
publico, murmuracién o la exclusion social. Este estigma afecta particularmente a las
mujeres, quienes ademas de sufrir el estigma de manera propia, también se pueden ver
afectadas por el de las parejas, quienes limitan en ocasiones el acceso de la mujer a
cualquier atencién relacionada con el VIH por temor a ser asociados con alguien VIH
positivo [14]. Las personas mayores también son un grupo que se destaca por sentir
vergiienza y miedo a ser testado [15].

o En consultas médicas no siempre se piensa en testar a las personas mayores para el VIH.
Este hecho repercute en una falta de acceso a servicios y asistencia sanitaria de alta calidad.
Para cuando estas personas son diagnosticadas de VIH, el virus podria estar en estadios

mas avanzados de la infeccion y que la enfermedad haya progresado a SIDA [13, 15].

No data 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 20%
[ | 4 \ I \ E——

llustracién 2. Mapa de prevalencia del VIH en mujeres mayores de 15 afios en 2021.

Imagen tomada de la web https://ourworldindata.org/hiv-aids con datos proporcionados por el Programa Conjunto
ONUSIDA, 2023 [8, 9].
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A pesar de que las mujeres componen mas de la mitad de las personas infectadas por VIH en el
mundo, su representacion en los estudios y ensayos clinicos es muy baja [16], excluyendo especialmente a
mujeres mayores y a mujeres embarazadas, la cuales son objeto de estudio principalmente para prevenir la
transmision materno-fetal [12, 16-18]. Las mujeres constituyen solo el 19.2% de los participantes en los
estudios sobre farmacos antirretrovirales para el tratamiento del VIH, y el 11.1% en los estudios
relacionados con la basqueda de una cura. Esto podria deberse a que la mayoria de las investigaciones sobre
el VIH y los sujetos de estudio (73%) proceden de paises de Norteamérica y Europa, donde las mujeres
estan infrarrepresentadas en comparacién con la poblacion total de personas infectadas por VIH en el
mundo [16, 17]. Esta baja representacion de mujeres en la investigacién sobre el VIH conlleva
consecuencias muy negativas para este sector, por ejemplo, a pesar de que en 2015 la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) recomendo el uso de la terapia oral antirretroviral con fines preventivos para cualquier
persona en riesgo de infeccidn por VIH, mas adelante se demostr6 que la efectividad de este tratamiento
era alta para hombres que mantenian relaciones sexuales con hombres, pero no para otros grupos, como las

mujeres [19].

3. Estructura del VIH

El VIH es un lentivirus que pertenece a la familia de los retrovirus, con una estructura que consiste
en una envoltura, matriz y dos copias idénticas de ARN de cadena sencilla (SSRNA, single stranded RNA)
gue se encuentran rodeadas por una capside (p24) [20, 21]. Cada virion de VIH mide aproximadamente

100-120 nm de didmetro y se caracteriza por la presencia de los genes estructurales gag, pol y env [21]:

- El gen gag codifica para las proteinas estructurales del nicleo (p24, p7, p6) y la matriz (p17).

- Elgenenv codifica para las glucoproteinas de la envoltura gp120 y gp41, las cuales son reconocidas
por los receptores de membrana de las células diana.

- El gen pol codifica para las enzimas necesarias para la replicacion, las cuales son la
retrotranscriptasa (p55/66), la endonucleasa o integrasa (p32) y la proteasa (p10, p1l2 o pl5)
(Nustracion 3) [21, 22]

Ademas de estas proteinas, el VIH cuenta con la presencia de genes accesorios y regulatorios implicados
en la modulacion de la replicacion. Entre los genes regulatorios, encontramos los genes tat y rev. El gen tat
codifica para la proteina Tat, una de las proteinas que aparece més temprano durante el proceso de
transcripcion del provirus del VIH-1, cuya funcidn es promover la expresion de los genes del virus; mientras
que el gen rev, que codifica para la proteina Rev, facilita la exportacion del material genético desde el

nucleo hasta el citoplasma [21-23].
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llustracion 3. Estructura del VIH.

Dibujo representativo del VIH donde se muestra su material genético (sSRNA), proteinas de la envoltura viral (gp120,
gp41), membrana lipidica, matriz, capside y enzimas para la replicacion (proteasa, integrasa y retrotranscriptasa).

Entre las proteinas accesorias, encontramos Nef, Vif, Vpr y Vpu y Vpx. Nef esta involucrada en
varias funciones, entre las que destacamos su capacidad para regular a la baja la expresion del receptor CD4
en las células infectadas [24, 25]; Vpr incrementa la produccién de virus en macr6fagos primarios y
linfocitos T; Vpu es necesaria para la correcta liberacion de la particula viral y Vif aumenta la infectividad
[22].

Existen dos tipos de VIH: VIH tipo 1 (VIH-1) y VIH tipo 2 (VIH-2). El VIH-1 es el principal

causante de SIDA en el mundo, y VIH-2 se restringe a algunas regiones del oeste y centro Africa [22].
Las principales diferencias entre VIH-1y VIH-2 son:

- Ambos tipos de VIH presentan genes estructurales; sin embargo, se diferencian en la organizacion:
VIH-1 manifiesta la presencia de Vif, Vpr y Vpu, mientras que VIH-2 Vif, Vpx y Vpr. Vpx se
caracteriza por incrementar la replicacion del VIH-2.

- Apesar de que ambos causan SIDA, la enfermedad en el sistema nervioso central es méas frecuente
en la infeccion por VIH-2.

- VIH-2 es menos virulento que VIH-1y la infeccion tarda més en progresar a SIDA [22].
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4. Ciclo de replicacion del VIH

El ciclo de replicacion del VIH comienza con la union de gp120 y gp41 a la membrana celular. En
primer lugar, la proteina gp120 establece dos uniones con la célula diana u hospedadora: una unién de alta
afinidad con la molécula de superficie CD4, y otra a un correceptor de quimiocionas, que puede ser CCR5
0 CXCR4 [20]. Las variantes de VIH que utilizan el correceptor CCR5 se denominan como RS, y las que
usan el correceptor CXCR4, X4. Aunque ambas variantes se presentan en los fluidos corporales, la VIH R5
es entendida como la principal variante que media la transmision y establece infeccidn en las mucosas
genitales y anales. La variante VIH R5 domina los estadios mas tempranos; mientras que la variante VIH
X4 se ve involucrada en los mas tardios, cuando la infeccion progresa [26, 27]. Una vez establecido este
primer contacto entre gp120 y los receptores celulares, la proteina gp41 interacciona promoviendo la fusion

entre la envoltura virica y la membrana plasmatica celular [20].

Tradicionalmente, se pensaba que una vez ocurria la fusion, se vertia el contenido de la capside en
el citoplasma celular y comenzaba el proceso de retrotranscripcion. Sin embargo, recientes avances en el
campo han demostrado que, tras la fusién, se inserta la capside intacta en el citoplasma. Una vez en el
citoplasma, la capside viaja a través de una red de microttbulos hasta alcanzar los poros nucleares. Debido
a que el tamafio de la capside es mayor que el de los poros nucleares, la capside necesita interaccionar con
proteinas y factores celulares que faciliten el acoplamiento a los poros nucleares y el consecuente transporte
al interior del nucleo celular. Una vez en el nlcleo celular, otras proteinas celulares median la liberacion
del contenido de la capside. Durante este trayecto, dentro de la capside, la enzima retrotranscriptasa
comienza a retrotranscribir el ARN viral en ADN proviral de doble cadena, y finaliza el proceso en el
interior del nacleo. La completa retrotranscripcion desencadena el desprendimiento de la capside para asi

liberar el ADN viral que, con la ayuda de la integrasa, se integra en el ADN celular [28].

Una vez integrado el ADN, la propia maquinaria de la célula hospedadora transcribe el ADN
proviral en ARN mensajero, el cual es exportado hasta el citoplasma para ser traducido en las proteinas
virales [20]. Los genes pol y gag codifican para las proteinas precursoras Pol y Gag que, tras ser escindidas
con laayuda de la proteasa viral, formaran el nicleo de la particula de VIH; mientras que el gen env, formara
las glucoproteinas de la envoltura viral, sintetizando el precursor molecular gp160 que, una vez cortado por
las proteasas virales, da lugar a gp120 y gp41 [22]. Una vez sintetizados los componentes del virus, éstos
son reclutados a sitios especificos de la membrana plasmatica. La proteina Gag une a uno de sus extremos
el material genético del VIH, para unirlo con la membrana plasmética a través de su otro extremo. La
acumulacion de proteinas Gag en la membrana plasmatica induce la formacion de una protuberancia de la

membrana, formando una estructura esférica. En este punto, unas proteinas conocidas como ESCRT
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escinden el cuello de la membrana plasmética para liberar al medio extracelular el virion inmaduro y
comenzar con el proceso de maduracion. Durante esta Ultima etapa, las proteasas del VIH separan las
proteinas Gag liberando el resto de las proteinas para su correcta reorganizacion en los distintos
compartimentos del virus (llustracion 4) [22, 29, 30]. A diferencia de las células T, cuando la célula
infectada es un monocito o macréfago, los viriones se acumulan en vacuolas intracelulares que después son

liberadas [22].

11. Maduracion
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llustracion 4. Ciclo de replicacién del VIH.

Representacion del proceso de infeccion del VIH. EI VIH entra en el interior de las células diana tras establecer un
contacto con CD4 y CXCR4/CCR5 que permite la fusion y liberacion de la capside en el interior de la célula. Una vez
dentro, en la capside comienza la retrotranscripcion del ARN del virus a ADN, mientras ésta viaja hasta el nacleo
celular con la ayuda de poros nucleares. En el ndcleo celular, se produce la integracién del ADN viral en el ADN
celular. A continuacién, el ADN se transcribe, se libera al citoplasma y se traduce, produciendo también las proteinas
codificadas en el genoma del virus. Por Gltimo, se produce el ensamblaje del virion inmaduro, escisién y liberacién al
medio extracelular y maduracion.

5. Vias de transmision y tratamientos

El VIH se encuentra en fluidos corporales (sangre, leche materna, semen, o por secreciones
vaginales, rectales o preseminales) y se adquiere a través del intercambio de éstos con una persona infectada
[7]. Las principales vias de transmision son por contacto sexual (via de transmision predominante para
mujeres y hombres a nivel global), por transmision materno-fetal, durante el embarazo o parto, o por el uso

compartido de instrumentos de inyeccion tales como jeringuillas [31].
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Actualmente, no existe cura para el VIH. Sin embargo, existen terapias antirretrovirales que
reducen la carga viral en las personas infectadas por VIH, frenando el proceso de replicacion viral, la
aparicion de sintomas y reduciendo el riesgo de transmision [7].

El uso de las terapias antirretrovirales se aplica para tres propositos principales: 1) para reducir la
infectividad en personas VIH positivas, 2) para prevenir la infeccién en individuos VIH negativos cuando
se usa como profilaxis posterior a la exposicion (PEP, post-exposure prophylaxis) a fluidos infectados con
VIH, y 3) para prevenir la infeccion en individuos VIH negativos que se encuentran en alto riesgo de

contagio cuando se administra como profilaxis de preexposicion (PrEP, pre-exposure prophylaxis) [32].
5.1. Tratamientos de prevencion del VIH

Una de las estrategias centrales para evitar la expansién del VIH se basa en el uso de la PrEP. La
PrEP fue aprobada por primera vez en Estados Unidos por la Agencia Reguladora de Alimentos y
Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) en 2012, aceptando el uso oral de Truvada
(emtricitabina y tenofovir disoproxil fumarato) en adultos VIH negativos en riesgo de infeccion; y cuatro
afios mas tarde se aprob6 por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, European Medicines Agency)
[1, 33]. La PrEP se compone de una combinacion de inhibidores de la retrotranscriptasa, siendo la
combinacion oral de tenofovir y emtricitabina la mas comun, que se caracteriza por requerir una
administracion diaria [34]. Sin embargo, a pesar de que su funcion preventiva demostrd resultados exitosos
en hombres, en mujeres su eficacia es menos clara [35-37]. La administracion oral de la PrEP mostré
eficacia en ensayos clinicos que incluian mujeres y hombres heterosexuales, pero los resultados no se
estratificaron por género. La realizacion de ensayos clinicos que Unicamente incluian mujeres no mostrd
efectos protectores tras la administracion oral de la PrEP [36, 38-41]. Esta falta de proteccién se observo al
suministrar tenofovir tanto en su forma topica como oral, con la excepcién del ensayo CAPRISA 004, que
demostrd una proteccion parcial tras la administracién de tenofovir en gel antes y después del contacto
sexual. Otro ensayo también demostrd proteccién parcial frente al VIH mediante el uso del anillo vaginal
Dapivirine. Actualmente, la terapia antirretroviral con fines preventivos en mujeres se esta focalizando en
el desarrollo de métodos alternativos que supongan una administracion local en el aparato genital femenino,

como anillos vaginales o geles, o el uso de implantes subcuténeos [36].

Los ultimos avances en PrEP han concluido con el desarrollo del primer inyectable de accién
prolongada, aprobado tanto para hombres como para mujeres. Este nuevo método de administracion se ha
disefiado para ser aplicado en forma de inyecciones intramusculares cada dos meses. El contenido del
inyectable se compone de cabotegravir, un inhibidor de la enzima integrasa. Hasta dia de hoy, este

tratamiento de accién prolongada ha demostrado mejores resultados de efectividad que la administracion
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oral, puesto que uno de los principales inconvenientes de la posologia oral era la adherencia o continuidad
al tratamiento. [34]

Ademas de la PrEP, existen tratamientos que previenen la infeccién por VIH una vez el individuo
se ha expuesto al virus. Este tipo de tratamiento se conoce como profilaxis post-exposicion o PEP y se
administra dentro de las 72h posteriores a la exposicion al VIH. La PEP consiste en un tratamiento
combinado de uno o més inhibidores de la retrotranscriptasa y de uno o mas inhibidores de la proteasa, que
se administran con el fin de bloquear la replicacion del virus antes de que el material genético del VIH se
integre en el ADN de la célula diana u hospedadora, momento en el cual la infeccion ya es irreversible [42,
43].

5.2. Tratamientos del VIH

El primer medicamento antirretroviral utilizado para el tratamiento de la infeccidn por VIH fue un
inhibidor de la retrotranscriptasa, conocido como zidovudine o AZT, aprobado en 1987 [44-46]. Sin
embargo, el indice de letalidad se mantuvo alto hasta que surge el concepto de terapia antirretroviral
altamente activa (HAART, highly active antiretroviral therapy) a mediados de los 90s, una terapia que
consiste en la administracion oral combinada de varios medicamentos que hacen frente al VIH a través de

diferentes de mecanismos de accion [44].

A pesar de que la administracion de la HAART consiguid reducir a la mitad el nimero de muertes
por infeccién por VIH, surgieron nuevos problemas como efectos secundarios, desarrollo de resistencia a
los farmacos, o las mdaltiples tomas al dia generaban dificultades para mantener una adherencia al
tratamiento prolongada en el tiempo [44]. En el afio 2007, se realiza un gran avance terapéutico y se aprueba
en Espafia el uso de la combinacion de varios inhibidores de la retrotranscriptasa (tenofovir disoproxil
fumarato, emtricitabina y efavirenz) como primer régimen de comprimidos en una Unica toma diaria [44,
47]. A partir de ese momento, se referencia a las terapias antirretrovirales combinadas como cART, en lugar
de HAART. La eficacia de la cCART increment6 de un 43% a mitad de los 90s a un 78% en 2010, donde se
midi6 su capacidad para mantener la carga viral indetectable durante un minimo de 48 semanas en aquellos

pacientes con menos de 100 000 copias/ml al inicio del tratamiento [44, 48].

La terapia combinada con al menos 3 antirretrovirales diferentes es el tratamiento estandar que se
utiliza a dia de hoy en personas infectadas con VIH. Existen numerosas combinaciones que acttan sobre
diferentes pasos del proceso de replicacion del VIH: inhibidores de proteasas, inhibidores/antagonistas de
correceptores, inhibidores de la fusion, inhibidores de la retrotranscriptasa e inhibidores de la integrasa [44].
Aunque estas terapias combinadas han avanzado y mejorado su acceso Yy tolerancia a lo largo de los Gltimos

afios, aun persisten los problemas de resistencia y adherencia al tratamiento [49]. Se ha demostrado que,
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altas ratios de adherencia a la terapia antirretroviral son esenciales para conseguir una supresion viral y, por
lo tanto, evitar la transmision del VIH [49, 50]. Multiples estudios han publicado que la adherencia a la
terapia antirretroviral varia desde un 27% a un 80% dependiendo de la poblacion que se estudie [49, 51].

Con el objetivo de solventar los problemas de tolerancia y adherencia al tratamiento, se aprueba,
en 2020 por la EMA [52, 53] y en 2021 por la FDA [54], una combinacion de un inhibidor de la enzima
integrasa (cabotegravir) en combinacién con un inhibidor de la retrotranscriptasa (rilpivirina) en
preparacion para inyeccién intramuscular. Esta combinacion es de accion prolongada, permitiendo su
administracion cada dos meses [55]. Un ensayo clinico con 133 pacientes contagiados por VIH demostrd
que la administracion intramuscular de accion prolongada de cabotegravir + rilpivirina consigue una
supresion virica en el 98.5% de la cohorte. Entre los participantes, 76 pacientes ya mostraban supresion
virica antes de comenzar el tratamiento intramuscular gracias al uso de la terapia antirretroviral oral, pero
57 de ellos si presentaban carga viral detectable debido a problemas de adherencia al tratamiento oral.
Todos los participantes, excepto dos pacientes que mostraban niveles de carga virica antes de empezar el

tratamiento intramuscular, consiguieron presentar una carga indetectable en una media de 26 semanas [54].

Los Gltimos avances en terapias inyectables de accion prolongada estan estudiando el desarrollo de
Lenacapavir, un inhibidor de la capside del VIH gue se administra una vez cada 6 meses por inyeccién
subcutéanea. Este tratamiento esta aln en fase 11/111 de varios ensayos clinicos (CAPELLA, CALIBRATE,
PURPOSE 1 y PURPOSE 2); sin embargo, su uso se aprobd en Europa el 22 de agosto de 2022 para
administrarlo, en combinacion con otros antirretrovirales, en aquellos adultos que presentan resistencia a
multiples tratamientos para el VIH y que no tienen alternativas terapéuticas para suprimir la carga viral
[56].

6. Factores de riesgo para la adquisicion de VIH en mujeres

Los factores que exponen a las mujeres a un mayor riesgo de infeccion por VIH se pueden dividir

en factores bioldgicos y factores socioeconémicos.
6.1. Factores bioldgicos

La transmision sexual es la via mas comun de adquisicion del VIH para hombres y mujeres [57].
Dependiendo del tipo de relacion sexual, el riesgo de infeccion por VIH varia. Un anélisis de varios estudios
estimé que el riesgo de contraer VIH a través de sexo anal receptivo era el mas alto (1.4%, 1 transmisién

por cada 71 exposiciones), independientemente de si el receptor es hombre o mujer [58]. Sin embargo,
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cuando la relacion sexual anal es insertiva, el riesgo de contagio es de 0.11% (1 transmision cada 909
exposiciones) para hombres circuncidados y de 0.62% (1 transmisién por cada 161 exposiciones) para
hombres no circuncidados [59]. De modo interesante, cuando la relacién es heterosexual, se estima que el
riesgo de transmision por sexo vaginal receptivo es del 0.08% (1 transmision por cada 1 250 exposiciones),
mientras que a través de sexo vaginal insertivo es del 0.04% (1 transmision por cada 2 500 exposiciones)
[60]. Estos porcentajes pueden verse aumentados cuando se alteran las condiciones fisioldgicas. A
continuacion, mencionamos los principales factores que pueden comprometer y facilitar el contacto del

VIH con las células dianas que se encuentran en el aparato genital:

- Disrupcion de la barrera epitelial. El aparato genital femenino esta protegido por una barrera
fisica compuesta por células epiteliales y células estromales, también definidas como fibroblastos
especializados, que lo delimita del medio exterior. Bajo esta estructura de proteccidn, se encuentran
células del sistema inmunoldégico, entre ellas células diana para el VIH como células T, macr6fagos
y células dendriticas [36, 61]. Cualquier mecanismo que vulnere la estabilidad de la barrera
epitelial, aumenta la posibilidad de acceso del VIH a las células diana y, por tanto, una oportunidad
para infectar. Algunos de estos mecanismos disruptivos se producen durante el contacto sexual, ya
que se producen microabrasiones en la mucosa genital femenina en méas del 50% de las relaciones
sexuales consentidas [36, 62, 63]. Ademas, el VIH puede atravesar la barrera epitelial mediante
mecanismos de difusion. En el epitelio estratificado, utiliza la ausencia de uniones estrechas entre
células de las capas mas apicales para traspasar la barrera, y en el epitelio columnar, el VIH induce
mecanismos de relajacion entre las células epiteliales para poder atravesarlo [36, 64, 65].
Curiosamente, a pesar de que las células epiteliales no se han descrito como células diana para el
VIH, se ha demostrado que la expresion de receptores y correceptores para el VIH en la membrana
de las células epiteliales, permiten la entrada del VIH al medio intracelular y la liberacion de
viriones con capacidad de infectar [66-69].

- Alteracién en el microbioma vaginal e inflamacion. El aumento de citoquinas y quimioquinas
inflamatorias en las secreciones vaginales ha sido asociado con un mayor riesgo de adquisicién del
VIH [70-72]. La inflamacién genital incrementa el riesgo de contraer el VIH debido a que un
ambiente proinflamatorio compromete la barrera epitelial [64, 73, 74] y favorece el reclutamiento
0 activacion de las células diana para el VIH [75-78]. EI microbioma vaginal es considerado un
regulador clave de la inflamacion genital y, por tanto, esta vinculado con el riesgo de infeccion por
VIH [76, 78]. Multiples estudios sobre la composicion bacteriana en el tracto genital femenino
coinciden al afirmar que un microbioma vaginal con una poblacién dominante de Lactobacillus
proporciona proteccion antimicrobiana y un ambiente acidificado y antiinflamatorio [79-81]. No

obstante, mientras Lactobacillus crispatus protege frente la inflamacion genital y adquisicion del
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VIH, Lactobacillus inners no confiere proteccion [72, 78]. Por el contrario, los microbiomas
vaginales en los que Lactobacillus no es el género dominante se caracterizan por generar ambientes
tisulares no Optimos, con una alta diversidad bacteriana, inflamacion y mayor riesgo de infeccion
por VIH [82]. El desequilibrio m&s comun en los niveles de bacterias en el microbioma vaginal
durante el periodo reproductivo se conoce como vaginosis bacteriana [79]. En la mayoria de las
mujeres, la vaginosis bacteriana cursa de forma asintomatica. Sin embargo, se ha demostrado que
esta disbiosis puede resultar en inflamacién y en un mayor riesgo de adquisicién del VIH [76, 78].
Recientemente, un estudio publicé que las mujeres con vaginosis bacteriana mostraban propiedades
adhesivas reducidas y el VIH presentaba una mayor motilidad en el moco cervical en comparacién
con mujeres sanas [83]. Este incremento en la motilidad del VIH se detectd también en mujeres
con una microbiota donde Lactobacillus inner era el género dominante, la cual evoluciona
frecuentemente a vaginosis bacteriana [72, 83]. Otro estudio demostré que las secreciones
cervicovaginales de las mujeres con vaginosis incrementan la transmigracion del VIH in vitro. Esto
se debe a un incremento de las metaloproteasas en las secreciones vaginales de mujeres con
vaginosis bacteriana y podrian ser revertidas con inhibidores de metaloproteasas [84]. De manera
importante, la composicion del microbioma vaginal cambia a lo largo del ciclo de vida reproductivo
de las mujeres [85]. Durante la infancia, el microbioma vaginal es altamente diverso y evoluciona
a un microbioma dominado por el género Lactobacillus durante la pubertad y los afios
reproductivos, dominio que disminuye significativamente tras la menopausia. Esta disminucion se
debe probablemente a los efectos hormonales en la acumulacion de glucogeno en las células
epiteliales del tracto vaginal, una importante fuente nutricional para el género Lactobacillus [86-
88].

6.2. Factores socioecondmicos

La desigualdad de género y las normativas sociales resultan en una mayor prevalencia de infeccién
por VIH en mujeres de muchos paises. Las mujeres estan expuestas a un riesgo mas alto de infeccion por
VIH cuando (1) tienen un papel limitado en la toma de decisiones y proteccion durante las relaciones

sexuales, (2) cuando la tasa de educacion sexual es baja y (3) las tasas de sexo transaccional son altas.

- Abuso y violencia sexual. Las estimaciones publicadas por la OMS indican que, a nivel mundial,
1 de cada 3 mujeres (30%) ha experimentado alguna vez a lo largo de su vida violencia fisica y/o
sexual por parte de una pareja intima, o violencia sexual por parte de alguien que no es su pareja

[89]. En paises con alta prevalencia de infeccion por VIH, como en regiones del Africa
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subsahariana, se ha demostrado que las diferentes formas de violencia de pareja (fisica, sexual y
psicoldgica) aumentan la susceptibilidad al VIH y la progresion de la enfermedad entre las mujeres
y nifias. Ademas del riesgo de exposicion al VIH, la violencia y el trauma pueden provocar
recuentos méas bajos de CD4, cargas virales méas altas y una menor adherencia a la prevencion y el
tratamiento [90-92]. En estas regiones, las mujeres que han sufrido violencia fisica o sexual por
parte de su pareja tienen 1.5 veces mas probabilidades de contraer el VIH que las mujeres que no
han sido expuestas a este tipo de violencia [89].

Acceso limitado a educacion y educacion sexual. Las nuevas infecciones por VIH entre
chicas/mujeres adolescentes y jovenes son substancialmente mas altas que entre chicos/hombres de
la misma edad [93]. Se ha demostrado que un mayor rendimiento educativo entre mujeres y nifias
esta relacionado con mejores resultados en materia de salud reproductiva y sexual. Ademas, se ha
demostrado una correlacion directa entre el nivel educativo de mujeres y nifias y el riesgo de
contraer el VIH: las nifias sin educacion tienen el doble de probabilidades de contraer el VIH que
aquéllas que han asistido a la escuela [94]. En un estudio realizado en Iran, un grupo de mujeres
participantes en el estudio apenas conocia sus derechos sexuales y no habian recibido ninguna
educacion en este ambito. En esta investigacion muchas conocieron por primera vez el concepto de
violencia sexual [95].

Pobreza. Las mujeres con mayores indices de pobreza suelen verse forzadas a adoptar
comportamientos que incrementan el riesgo de infeccion por VIH, como por ejemplo: el sexo
transaccional e intergeneracional, el matrimonio precoz y las relaciones que las exponen a la
violencia y el abuso. Las mujeres mas pobres y con menor nivel educativo pueden tener menos
conocimientos sobre los riesgos y, por lo tanto, ser menos capaces de adoptar conductas para

reducir el riesgo de contagio por VIH [96].

Sexo transaccional. Las relaciones sexuales entre mujeres jovenes y hombres mayores son
comunes en muchas partes del mundo, con niveles particularmente altos tanto en Africa oriental y
meridional como en Africa occidental y central. En muchos casos, estas relaciones son de
naturaleza transaccional, caracterizandose por ser relaciones sexuales no comerciales y no
matrimoniales motivadas por la suposicién implicita de que el sexo se intercambiard por apoyo

material u otros beneficios como comida, proteccion o estatus social.
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7. Patogenia de la infeccion VIH en el aparato genital femenino

Como ya hemos definido en apartados anteriores, la via mas comdn de adquisicion de VIH en
mujeres es la transmision sexual. Por tanto, el tracto genital femenino constituye uno de los principales

portales de entrada para el VIH en mujeres [97].

El aparato genital femenino se divide en tracto inferior y tracto superior. El tracto inferior esta
compuesto por la vagina y el ectocérvix y estd protegido por un epitelio escamoso estratificado, que se
compone de células epiteliales superficiales, intermediarias y basales. El grosor del epitelio escamoso se
mantiene constante en las mujeres durante el ciclo menstrual. Por el contrario, el tracto superior, que se
compone por el endocérvix, el endometrio, las trompas de Falopio y los ovarios, esta recubierto por un
epitelio columnar en monocapa. En el endometrio, las células epiteliales columnares proliferan durante el
ciclo menstrual y forman glandulas en la fase secretora. La zona de transformacion es el lugar donde el
epitelio columnar del tracto superior contacta con el epitelio escamoso del tracto inferior. Sobre la superficie
epitelial del tracto inferior y el endocérvix hay moco, cuya consistencia varia a lo largo del ciclo menstrual
y se vuelve espeso y viscoso en la fase secretora. Ademas, también podemos encontrar una poblacion de
bacterias que, en condiciones fisiolégicas, predominan principalmente el género Lactobacillus, generando
un pH acido en el tracto inferior. Bajo el epitelio, encontramos una capa densa de células estromales o
fibroblastos especializados que se intercalan con una alta presencia de células inmunitarias que se distribuye
de forma diferente dependiendo del tipo celular [61, 98]. Dentro de las células susceptibles de ser infectadas
por el VIH, encontramos que las células T son los leucocitos mas abundantes en el tracto genital superior e
inferior [36, 99-101], y se localizan en el estroma subepitelial, dentro del epitelio y en la superficie mucosa
[36, 102, 103]. Los macrdfagos son mas abundantes en el endometrio que en el cérvix [36, 104]. Las células
dendriticas se distribuyen a lo largo del tracto genital femenino, mostrando predisposicidn por el endometrio
el subconjunto CD103+ [36, 105], o por la vagina las células dendriticas epiteliales que expresan
CDla+Langerin [36, 106]. Ademas de las células diana para el VIH, en el tracto genital femenino también
encontramos otros tipos de células inmunoldgicas que no son susceptibles de ser infectadas, como los
neutrofilos, las células natural killer (NK) o las células B. De todas ellas, los neutréfilos son los leucocitos
mas abundantes y estan presentes tanto en el tracto genital inferior como en el superior (llustracion 5) [36,
61].

Cuando la via de transmision del VIH es a través del coito, el VIH llega al tracto genital femenino
mediante el semen. El papel que juega el semen en la infeccion por VIH in vivo no esta claro: algunos
estudios demuestran que presenta propiedades que potencian la infeccion, otros estudios manifiestan

actividad inhibitoria y otros que no muestra efecto en la infeccion [107-110]. No obstante, el semen puede
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también influir indirectamente en la susceptibilidad al VIH mediante la modulacion de la funcién de la
barrera epitelial y las células estromales [109, 111-114]. Un estudio reciente indicd que las vesiculas
extracelulares derivadas del plasma seminal de individuos infectados con VIH inducen perfiles
transcripcionales proinflamatorios en las células del tracto genital femenino en comparacion con las
vesiculas extraidas de hombres no infectados [115], lo cual sugiere que el semen de hombres infectados por

VIH facilitaria la adquisicion del VIH al potenciarse un ambiente proinflamatorio [36].

Como hemos visto anteriormente, la ratio de transmision por contacto heterosexual en mujeres sin
coinfecciones es baja (0.08%), sugiriendo la existencia de mecanismos locales de proteccion contra el VIH
en la mucosa genital [60, 116]. A continuacién, exploramos las funciones de las células que residen de
forma natural en los distintos compartimentos del tracto genital femenino, tanto en condiciones fisioldgicas

como patoldgicas; asi como las diferencias entre la inflamacion fisiologica y patoldgica [61].
7.1. Células epiteliales

En el tracto genital, las células epiteliales son las primeras células que se exponen a patdgenos.
Estas células tienen como funcidn establecer una barrera fisica de proteccion en el aparato reproductor
femenino, con una disposicion caracteristica dependiendo de la localizacién anatdmica. En el tracto inferior,
encontramos un epitelio escamoso estratificado; mientras que, en el tracto superior, la barrera epitelial se
dispone como epitelio simple columnar [36, 61]. La zona de transicién entre estos dos tipos de epitelios
(entre el ectocérvix y el endocérvix) es considerada como una zona vulnerable para la infeccién por VIH,

debido a la abundante presencia de células diana para el virus [27, 36, 117].

El grosor de la barrera epitelial varia a lo largo del ciclo menstrual dependiendo de los niveles de
estradiol en algunas especies como los ratones [118] y los macacos [119], suponiendo la etapa de la
ovulaciéon el momento de mayor grosor en el epitelio vaginal [118] y la fase secretora la de mayor
adelgazamiento [119]. En mujeres, un estudio demostrd que los ensayos de infeccidn con VIH ex vivo eran
mas eficientes cuando se realizaban sobre explantes cervicales cuando las mujeres se encontraban en la fase
secretora del ciclo menstrual [120]. En las mujeres postmenopausicas, la ausencia de secrecion ovarica de
estradiol esta asociada con una atrofia del epitelio, y una disminucidn en la produccién de moco, lo cual

podria contribuir a un mayor riesgo de infeccion por VIH en este grupo de mujeres [27, 121, 122].

Ademés de las hormonas enddgenas, el uso de hormonas exdgenas también influye en la
susceptibilidad a la infeccion por VIH [36]. El tratamiento anticonceptivo mejor estudiado en cuanto a
riesgo de adquirir VVIH es el basado en progestina, conocido como medroxiprogesterona (MPA) [123-125].
En relaciéon con su efecto sobre las células epiteliales, un estudio demostré que la MPA induce un

adelgazamiento del revestimiento superficial, lo que afecta negativamente a la integridad de la barrera
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epitelial y, con ello, incrementaria el riesgo de infeccion por VIH [126]. No obstante, un ensayo publicd
recientemente que la administracién de MPA no incrementa el riesgo de adquisicién de VIH. Sin embargo,
estos datos deben interpretarse con cautela, puesto que el grupo al que se le administré el tratamiento con

progesterona no se comparé con un grupo sin exposicion a tratamientos hormonales [127].

Otro posible escenario relacionado con las hormonas exogenas es el uso de la terapia de
reemplazamiento hormonal en mujeres postmenopausicas, donde un estudio demostré que la
administracion in vitro de estradiol aumenta la fraccidn de células proliferativas en cultivos de endometrios

explantados de mujeres posmenopausicas [128].

Ademaés de la funcion de barrera, las células epiteliales secretan moco vaginal, citoquinas y

guimioquinas.

- Produccién de moco vaginal: EI moco vaginal se compone principalmente de unas moléculas de
alto peso molecular y carga negativa que se conocen como mucinas (MUC2, MUC5AC, MUC5B
y MUCS), las cuales atrapan a los patdgenos, impiden su acceso al epitelio y han demostrado tener
actividad anti-VIH in vitro [36, 129-131]. Cuando los estrégenos inducen la secrecién del moco
(fase proliferativa y ovulacion), éste es acuoso, fino y de baja densidad, lo cual facilita el
movimiento del esperma hasta el tracto genital superior; sin embargo, cuando la progesterona es la
inductora de la secrecién del moco (tras la ovulacién y fase secretora), éste es denso y viscoso, con
el objetivo de impedir cualquier transporte desde el tracto genital inferior al superior [132].
Recientemente, se ha descrito que el moco cervicovaginal impide la movilidad del VIH y, por tanto,
incrementa la funcion de barrera en la mucosa genital [133].

- Produccion de citoquinas, quimioquinas y proteinas antimicrobianas: Las células epiteliales
producen citoquinas, quimioquinas y proteinas antimicrobianas y su secrecion varia dependiendo
de su localizaciéon en el tracto genital femenino y la exposicion a hormonas sexuales [134]. Por
ejemplo, los estrogenos suprimen la secrecion de proteinas antimicrobianas como beta-defensina 2
o elafina por parte de las células epiteliales vaginales [135, 136]; sin embargo, incrementan la
secrecion de antileucoproteinasa y beta-defensina 2 por parte de las células epiteliales uterinas
[137]. Ademas, se demostrd que la administracion de estradiol sobre células epiteliales vaginales
de una linea celular inhibié la expresiéon de ARN mensajero que codificaba para proteinas
proinflamatorias tales como interleucina (IL)-1a y el factor de necrosis tumoral (TNF, tumoral
necrosis factor), sugiriendo que la inflamacion vy, por tanto, el flujo de células inmunolégicas
resultante de dicho ambiente proinflamatorio estaria reprimido justo antes de la ovulacion, que es
el momento més idoneo para la fertilizacion [138]. En otros estudios, las células epiteliales de la

parte apical del Utero de mujeres premenopausicas, pero no de las postmenopausicas, mostraron
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actividad antimicrobiana dependiente de antileucoproteinasa frente bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas [139], sugiriendo una menor proteccion frente a patégenos bacterianos en mujeres

postmenopausicas como resultado de la falta de estrogenos [98].

7.2. Microbioma genital

Un microbioma vaginal 6ptimo es aquél dominado por la especie Lactobacillus, que se caracterizan
por ser bacterias productoras de acido lactico, lo cual acidifica el pH vaginal y presenta propiedades
antiinflamatorias y antimicrobianas [79-81]. Sin embargo, como ya hemos comentado previamente, no
todas las bacterias pertenecientes a Lactobacillus son igual de protectoras. Lactobacillus crispatus protege
frente a la inflamacién y la adquisicién de VIH, pero Lactobacillus iners no [72, 78]. Ademas, alteraciones
en el microbioma vaginal aumentando la diversidad de las especias bacterianas genera un ambiente

inflamatorio y un mayor riesgo de adquisicién de VIH [82].
7.3. Células inmunoldgicas

Tras sobrevivir de manera exitosa a las secreciones, moco vaginal y la barrera epitelial, el VIH se
encuentra en la mucosa con las células del sistema inmunoldgico. Este escenario presenta una dualidad en
términos de infeccion por VIH: por un lado, se genera un ambiente ideal para que tenga lugar la infeccion,
puesto que el VIH puede establecer contacto con las células diana (células T CD4, macréfagos, células
dendriticas o células de Langerhans). Sin embargo, a su vez, también supone un entorno hostil para el VIH,
ya que se encontrara con una respuesta inmunolégica orquestada por multiples tipos celulares, entre ellos,

células inmunolégicas innatas que no son susceptibles de ser infectadas, como los neutréfilos [61, 136].

El sistema inmunolégico en el tracto genital femenino juega un papel Unico estableciendo un
equilibrio entre la reproduccion y la proteccion frente a infecciones. Para ello, y a diferencia de otras
mucosas, tanto las poblaciones de células inmunoldgicas como las funciones llevadas a cabo en el tracto
genital estan especialmente reguladas por las hormonas sexuales y el ambiente tisular [98]. Ademas, el
sistema inmunolégico en el tracto genital estd diferencialmente regulado dependiendo de la regién
anatomica a la que nos refiramos, contribuyendo al desarrollo de distintas funciones en cada sitio anatémico
en cuanto a reproduccion y defensa. Por tanto, la distribucién de las células inmunolégicas y las respuestas
inflamatorias estan controladas de diferentes maneras en cada uno de estos compartimentos para establecer

las condiciones méas dptimas para la reproduccion [98].

La inflamacion y el reclutamiento de células son factores esenciales para las funciones
determinadas en el tracto genital, donde incluimos: la menstruacion, embarazo y la defensa frente a

patégenos [98, 140-142]. Las moléculas y células que son necesarias para la funcion reproductiva, son las
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mismas que estan involucradas en la defensa frente a patdgenos, incluyendo los procesos de proteccion y
susceptibilidad a la infeccién por VIH [61]. Para prevenir la adquisicion del VIH en mujeres, es
imprescindible comprender las caracteristicas de las células que residen de forma natural en los distintos
compartimentos del tracto genital femenino, tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas; asi como
las diferencias entre la inflamacion fisioldgica y patologica [61].
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llustracion 5. Anatomia del aparato genital femenino y distribucién de las células que lo componen.

Representacidon del tracto genital femenino (imagen adaptada) [61]. En condiciones fisioldgicas, los tejidos genitales
sanos contienen células inmunoldgicas como los neutrdfilos, las células dendriticas y las células T (subconjuntos Th
CD8+ y CD4+). El epitelio sirve como barrera fisica e inmunoldgica, esta recubierto de moco y sustenta un
microbioma dominado por Lactobacillus con propiedades antiinflamatorias y anti-VIH.

8. Neutrofilos

En este trabajo, nos hemos centrado en el papel que juegan los neutréfilos en respuesta al VIH. Los
neutréfilos son las primeras células en generar una respuesta frente a patégenos y su papel defensivo es
crucial en la respuesta inmunoldgica innata [61]. Los neutrofilos representan el 10-30% de las células
inmunitarias (CD45+) en la mucosa del aparato genital femenino bajo condiciones fisiol6gicas [98, 99], y

estan involucrados en funciones de remodelamiento tisular y proteccion, mostrando caracteristicas
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diferentes en comparacion con los neutrofilos sanguineos. El papel de los neutréfilos en la mucosa genital
contrasta con su papel en otras mucosas, en las cuales los neutrofilos solo estan presentes cuando se generan
ambientes inflamatorios [98, 99, 143-145].

Los neutréfilos son los leucocitos circulantes mas abundantes en humanos (50-70%) y se
identifican visualmente por presentar un nicleo segmentado de ~7-10 pum de didmetro y un citoplasma rico
en granulos y vesiculas secretoras. Estas se definen como células innatas, y se caracterizan por acudir
rapidamente a los focos de infeccidn, jugando un papel muy importante en la inflamacién y en la proteccién
del individuo. EI reclutamiento de neutrofilos en sitios de infeccidn es tan esencial que, un descenso en el

namero de neutréfilos en sangre resulta en una inmunodeficiencia critica en humanos [146, 147].

Los neutrofilos tienen una vida media muy corta en humanos, siendo de 5 dias aproximadamente
cuando se encuentran en el torrente sanguineo, por lo que son células con una alta tasa de recambio. Se
producen diariamente en la médula désea a partir del sistema mieloide hematopoyético y comparten
multiples caracteristicas con otras células mieloides como los monocitos/macréfagos y los mastocitos. Una
vez diferenciados, los neutréfilos se liberan a la circulacién sanguinea y, desde ahi, pueden ser reclutados
a zonas donde se haya producido un dafio inducido por patdégenos o por factores fisicos [148, 149]. Durante
periodos de infeccidn, la tasa de produccién de estas células puede incrementarse hasta 10 veces mas,

creando hasta 10*2 células al dia [148].

A pesar de que los neutréfilos han sido histéricamente considerados como una poblacion celular
homogénea con un fenotipo y funcion bien conservados, recientemente se ha demostrado que existe
heterogeneidad entre los neutrofilos a través de la identificacion de diferentes fenotipos, caracterizados por
la expresion de un amplio rango de receptores de superficie que determinan su funcion, por ejemplo, la
expresion de ICAM-1 (CD54) representa a la poblacion de neutréfilos de tejido que han migrado en
direccion retrograda a través de las células endoteliales y han vuelto al torrente sanguineo por
transmigracion inversa [150]. Publicaciones recientes revelaron la existencia de fenotipos y funciones
diferentes entre neutréfilos de sangre y tejido [36]. Existen estudios en ratones que indican que la
infiltracién de neutréfilos en los tejidos induce cambios fenotipicos y funcionales que concluyen en la
generacién de subconjuntos de neutrofilos. Estos hallazgos sugieren que los neutréfilos residentes en tejidos
podrian estar actuando como centinelas inmunitarios. La adquisicion de fenotipos especificos de tejido
apunta que los neutrofilos podrian estar diferenciandose a partir de las sefiales que reciben en el ambiente
tisular. Es importante mencionar que estos perfiles de diversidad se han demostrado en ratones y que aun

se conoce poco acerca de este fendmeno en neutrofilos humanos [151, 152].
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8.1. Mecanismos de reconocimiento de patogenos en neutrofilos

Como células del sistema inmunolégico innato, los neutrofilos expresan receptores de
reconocimiento de sefiales de alarma, tales como receptores de microorganismos (por ejemplo, TLRs),
receptores que reconocen ambientes inflamatorios (por ejemplo, los receptores de citoguinas) y también
receptores que permiten la comunicacion con el sistema inmunol6gico adaptativo (por ejemplo, receptores
Fc o receptores de complemento (CR, complement receptor) [147, 150]. La actividad antimicrobiana de los
neutréfilos requiere de un eficiente reconocimiento de los patdgenos a través de sus receptores. Estos
receptores activan sefiales de transduccion directas y, ademas, procesos de transduccion de sefiales
indirectos, los cuales no estan directamente involucrados en el reconocimiento y eliminacion de los
microorganismos, sino que informan a las células adyacentes o promueven procesos adicionales como la
quimiotaxis [147, 153].

Existen numerosos tipos de receptores presentes en las células del sistema inmunolégico. Sin
embargo, no todos se encuentran necesariamente presentes en todos los tipos celulares. A continuacién,
mostramos una lista de los receptores mas comunes bajo nuestro conocimiento y, cudles de ellos se han

identificado en neutréfilos (Tabla 2):

21



=
el
‘S
o
S
S
o
S
=]
c

PI-TT6-TdNIN - |
g ERTIN -
DTN -
JAIN
IXIIN & ¢/#/€DWIN -
4o CION A TAON. -
T @avo/DdIN WIN
dIVN -
aAIN
VLD Ioieandesuen [ DOHW -
e ' quL
1 § wiBAVIN -, —
I elEIVI - IS - TGN :3lquyoS
! 191 I-TIIS  « 1910ddIS - 1 ~ R
| or¥00Tad -+ pAVOVED . 1 0 EH-IIVAL - osrPPUN - DIONA - o o
) | EITHIL - PINVOVED - o T TIVHL _ vodd - eI - oA
g | wrINERNL - oAVOVED - | T INVYE . am.w_m mﬁm_uwﬁwwwm : Amm%%%m . NOISOA -
c 1 QT - ENVOVED - Cadr . 001 + gc BT - N d
© 1 o PQITID) -« o IINVOVED « 0g1 — ) modix
S ! ISLT + o PIRES . oy TZNIAL INE
m “ e Gﬁmuuﬁwmm . 1 cﬂnwh ) THANL - ST cozOAd - )
%3 1 1€ LT - 1HSPIBIS - " oc1 (8D THANL - FTA rodix
.,.hnv " ortAdl RS - E%MMHM“ . wﬂwm —
N 1 051 *
5 Snm - rtvaw H )
2 SOUIL0 o HOT-TI « S PR owm i
c ocrTONAT » s —
e osTAVNAL -« gepi3Rd - —
@ 5 69'IL
@ o AASDTIND - a_Emmmgm. Hmﬁqh
qASO D . s
e st VIA - 0st po LATL
s = . i i o MST-TI o ;
S osr&dVd %wnhuwﬁwwm . aﬁﬁ_-w.wm . o MTITTL » o SINIRT s APID MMHH
o P4 i c: AL I 01 S O | VIITEAT - HeED - o=t WL
S os LI o auarpuadsp uipmadapm R et | ) OITgMdg -« R (o rt 0TS
8 o€ e onED onE) @ TUDD - oo HIDIRA - s - " owtL
et zadd - . g VIIEA . €80 - vl
o 0sT — — o1 THLDD 081 2 591 : a1l
5 s T+ 051 THOXD - os1 1 um . [2: I o
w mmﬁ.«\u\EHDQWﬁU . o THDXD « AT mmﬁ.n.mu . el -
(3]
o -
<)
S o) seudyoad e Je[np3d uorsaype | | seunboywnb/seumnboyro oF | ojuauR[durod (s¥ad) sauoned ap
= sopepdose saa0ydaday Ip SenIIOIN ap sair0ydaday saqo1dasay ap sa101daday 0JUITUIIIOU0I31 AP $3.103d3d9Y
c
- 1 | ] | | |
ﬂ |
g | SOIIQULAAN N STAOLIAITAONN NI |
S ¥

Recopilacion de inmunoreceptores presentes en neutréfilos humanos (destacados en amarillo) [150, 154-162].
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Debido a que el interés de esta tesis se enfoca en comprender las respuestas inmunoldgicas frente
al VIH por parte de los neutrdfilos, profundizamos el estudio de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs, pattern recognition receptors). Estos receptores son los responsables de reconocer la
presencia de microorganismos a través de la identificacion de estructuras altamente conservadas en
numerosas especies de patdgenos. A estas estructuras se les conoce como patrones moleculares asociados
a patdgenos (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns). No obstante, se ha descrito recientemente
la capacidad de los PRRs a reconocer moléculas enddgenas liberadas a causa de dafio celular o tisular. Estas
moléculas se conocen como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs damage-associated molecular
patterns) [153, 163].

Los PRRs pueden encontrarse tanto en células inmunoldgicas como en células que no pertenecen
al sistema inmunitario. Actualmente, existen cuatro clases de familias en el grupo de los PRRs: los
receptores tipo Toll o TLRs, receptores de lectina tipo C (CLRs, C-type lectin receptor), receptores de tipo
NOD (NLRs, NOD-like receptor) y receptores tipo RIG-1 (RLRs, retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-
like receptors). Estas familias incluyen tanto receptores de membrana como citosélicos [163].

De todos ellos, destacamos los TLRs. La familia de los TLRs esta compuesta por 10 miembros en
humanos (TLR1-TLR10) y, dependiendo del receptor al que nos refiramos, los encontraremos en la
superficie celular o en compartimentos intracelulares como el reticulo endoplasmatico, el endosoma, el
lisosoma o el endolisosoma [164]. En la siguiente tabla (Tabla 3), resumimos su localizacidn, expresion en

neutréfilos y el ligando y su origen para cada TLR [163, 165]:

Tabla 3. Expresion de TLRs en neutrofilos y sus ligandos.

o Expresion en . . .
TLR Localizacion e Ligando Origen del ligando
neutrofilos g g g
TLR1 Membrana plasmatica Baja Triacil lipopéptidos | Bacteria
" . . . Bacteria, virus,
TLR2 Membrana plasmatica Intermedia Lipoproteina parasito, propio
TLR3 Endolisosoma Nula dsRNA Virus
Membrana . L .
TLR4 plasmatica/Endolisosoma Baja LPS Bacteria, virus, propio
TLR5 Membrana plasmaética Alta Flagelina Bacteria
TLR6 Membrana plasmatica Intermedia Diacil lipopéptidos | Bacteria, virus
TLR7 Endolisosoma Baja sSRNA Virus, bacteria, propio
TLRS8 Endolisosoma Baja sSRNA Virus, bacteria, propio
TLR9 Endolisosoma Alta Motivos CpG-ADN Virus, bacteria, .
protozoos, propio
- Colabora con TLR2 para reconocer Listeria.
?
TLR10 Membrana plasmatica ‘ TLR10 puede reconocer Influeza A

CpG: Dinucledétidos que contienen citosina y guanina; ssRNA: ARN de cadena sencilla
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No obstante, es importante sefialar que las respuestas inmunolégicas no dependen Gnicamente de
los receptores estimulados, sino también de la naturaleza del estimulo inicial que induce la activacion del

receptor y su localizacion en el organismo [153].

Independientemente de los multiples subconjuntos de tipos de neutréfilos que podemos encontrar,
el papel principal de estos leucocitos es la defensa del hospedador frente a microorganismos invasores. En
términos generales, los neutréfilos locales responden rapidamente a la infeccion o dafio tisular y, los

neutréfilos circulantes o sanguineos migran hacia las areas inflamadas o dafiadas [146, 147, 150].

9. Mecanismos de defensa de los neutrofilos

Los neutrdfilos realizan su funcion de defensa a través de diversos mecanismos: generacion de
especies reactivas del oxigeno, degranulacién, fagocitosis o la liberacion de trampas extracelulares de
neutréfilos o NETs [166].

9.1. Produccién de ROS

Los neutréfilos son los mayores productores de ROS. Estos oxidantes se generan a través de la
activaciéon del complejo enzimético de la NADPH oxidasa (NOX2 en fagocitos) o por accion de la

mieloperoxidasa (MPO) con el principal objetivo de destruir microorganismos [167].

- El complejo NOX2 se encuentra en las membranas y cataliza la transferencia de electrones de
NADPH a moléculas de oxigeno. Esta reaccion genera la liberacién de aniones super6xido a través
del complejo NOX2, con un flujo direccional en el que las moléculas de NADPH estan siempre en
el citosol. Por tanto, cuando NOX2 se encuentra en la membrana plasmatica, los radicales
superoxido se liberan al medio extracelular, pero cuando el complejo enzimatico se encuentra en
las membranas de los fagosomas, los radicales se liberan dentro de vesiculas. Los aniones
superoxido actian como precursores del peréxido de hidrégeno y otras especies reactivas del
oxigeno generadas a partir del grupo hemo de la MPO [167].

- LaMPO utiliza peréxido de hidrégeno para oxidar un amplio espectro de sustratos para convertirlos
es productos reactivos. Estos productos se conocen como oxidantes no-radicales, entre los que

destacan, por ejemplo, el acido hipocloroso, un microbicida muy potente [167].

La produccion desmesurada de especies reactivas del oxigeno resulta en la generacion de un
ambiente inflamatorio. Muchos de estos efectos inflamatorios proceden de las interacciones de las
moléculas de perdxido de hidrogeno con las células vecinas. Dosis subletales de perdxido de hidrégeno han

demostrado regular numerosas rutas de sefializacion celular que incluyen respuestas a estrés, cambios en la
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actividad metabolica, y la fosforilacion de cascadas que dirigen a la produccion de mediadores
inflamatorios, proliferacion o muerte celular [167].

9.2. Degranulacién

Los neutréfilos contienen vesiculas secretoras, unos organulos susceptibles de ser liberados al
medio extracelular a través de la membrana plasmatica. Las vesiculas secretoras estan dotadas con 3 tipos
principales de granulos citoplasmaticos que modulan las funciones celulares. Estos granulos se conocen
como gréanulos primarios o azurofilicos, granulos secundarios o especificos, y granulos terciarios ricos en
gelatinasa. Los granulos azurofilicos son los almacenes de MPO y la mayoria de proteinas proteoliticas y
bactericidas, y son considerados como el compartimento microbicida que se moviliza durante la fagocitosis.
Por el contrario, los granulos secundarios y terciarios contienen proteinas que interactian y degradan la
matriz extracelular, especialmente los granulos terciarios que son ricos en metaloproteasa-9 (MMP-9). Los
granulos terciarios juegan un papel crucial en la modulacion de la biologia del neutréfilo porque se
movilizan facilmente tras la estimulacion y albergan componentes cruciales para respuestas tempranas
durante la inflamacion como la produccion de aniones superéxido (flavocitocromo b558), adhesion celular
(CD11b/CD18, CD11c/CD18) o la extravasacion (MMP-9, heparanasa, Rapl) [168].

9.3. Fagocitosis

La fagocitosis es una forma especializada de endocitosis mediada por receptores para ingerir
particulas 0 microbios que son de un tamafio mayor a 0.5 um [169]. Los neutréfilos fagocitan numerosos
microorganismos [170], células apoptéticas [171], células tumorales o debris [170]. Tras la internalizacion,
los granulos de los neutrofilos se movilizan rapidamente a través de mecanismos dependientes de GTPasas
y de otras proteinas. Los granulos azurofilicos se fusionan con los fagosomas y la NOX2 del fagosoma
produce ROS en el lumen. La combinacion de los granulos azurofilicos y de ROS garantiza la destruccion

de los microorganismos o células internalizadas y la degradacion de las particulas internalizadas [172].
9.4. Formacion de Trampas Extracelulares de Neutrofilos (NETS)

Las NETSs fueron descritas por primera vez en 2004 como estructuras en forma de red compuestas
por fibras de ADN y proteinas nucleares, granulares y citosolicas. Muchas de estas proteinas presentan
actividad antimicrobiana, como la catepsina G, MPO o la elastasa de neutréfilos (NE, neutrophil elastase)
[173]. Este mecanismo de la respuesta innata se caracteriza por ser generado por los neutrofilos con el fin
de atrapar, inmovilizar e inactivar patégenos, de manera que se evita la propagacién de la infeccion y se
asegura una alta concentracion de agentes antimicrobianos que degradan y eliminan microorganismos
[173].
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La formacién de NETs ocurre como consecuencia del reconocimiento de microorganismos a través
de receptores o mediante la exposicion a inflamacion estéril [166]. Estos estimulos producen cambios a
nivel celular, induciendo alteraciones en los niveles intracelulares de calcio, activacién de cascadas de
sefializacion de quinasas o la produccion de especies reactivas del oxigeno [166]. Estos eventos se traducen
en cambios morfoldgicos en la célula, que acaba dando lugar a la liberacion de los NETs [166].

Actualmente, no se ha definido una ruta Gnica que dé lugar a la liberacion de NETS. Este proceso
depende del estimulo, de los receptores que reconocen dicho estimulo, y de qué cascadas de sefializacion
se activan a través de esos receptores. A lo largo de estos afios, se han ido describiendo diferentes vias de

ejecucion de la liberacion de NETS en torno a estos tres pardmetros.

- Estimulos [166]: Patogenos como virus [143, 174, 175], bacterias [173, 176, 177], y hongos [178];
pero también moléculas como ligandos de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, G protein-
coupled receptors) [179], TNF [179], forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) [173], iondforo de
calcio [143], etc.

- Receptores [180]: Receptores Fc [179], PRRs como TLR2 [181], TLR4 [181], TLR7 [182], TLR8
[174], CLEC2 y CLECHA [183], receptores de complemento como CR1 o CR3 [184, 185], canales
de calcio como el SK3 [186], etc.

- Cascadas de sefializacion [180]: Dependiendo de qué receptores se estimulen, se desencadenan y
activan distintas vias. Una de las vias mejor descritas involucra un incremento de ROS via NOX2.
En este proceso, cuando los receptores reconocen determinados estimulos, se activan vias como la
Raf-MEK-ERK-MAP quinasas, la proteina quinasa C (PKC), la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K),
AKT o la quinasa asociada al receptor de la IL-1 (IRAK) [187-189]. La activacién de estas vias
activa a su vez a la NOX2, que induce una produccion de ROS que activa a las proteinas
involucradas en el descondensamiento y liberacion del ADN en forma de NETSs [188, 190]. Otra
de las vias implicadas en la liberacion de NETSs involucra al calcio. El calcio es un mediador
guimico importante, debido a su papel en la activacion de proteinas que participan en la
descondensacion y liberacion del ADN. La activacion de receptores como los TLRs, receptores Fc
para IgG o GPCRs induce la liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmatico, incrementando

asi la concentracion de calcio intracelular [166, 191].

El proceso de formacion de NETSs fue originalmente conocido como una forma de muerte celular
en neutrofilos bajo el nombre de NETosis [192]. Sin embargo, mas adelante se descubrié que las NETs
podrian ser también liberadas sin comprometer la viabilidad de las células [193]. Por tanto, a partir de ahora

diferenciaremos entre la liberacion de NETSs litica y no litica.
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- Laformacion de NETS litica se caracteriza por ser un proceso tardio de liberacion de NETs que
supone la produccion de ROS dependiente de la NOX2 y la desintegracion de las membranas
granulares y nucleares de los neutrofilos [192, 194]. Cuando ocurre, la cromatina se descondensa
y dispersa en el citoplasma, mezclandose con las proteinas citoplasmaticas. Este mecanismo
implica muerte celular y se considera distinto a la apoptosis y necrosis [192]. Los estimulos que
pueden inducir este tipo de liberacion de NETs promueven un ambiente proinflamatorio y estan
implicados en condiciones patoldgicas de inflamacién estéril e infecciones [193]: PMA [192],
bacterias [195], complejos antigeno-anticuerpo [196], autoanticuerpos [197] e interferén [198].

- La formacién de NETSs no litica se caracteriza por liberar NETs de forma rapida y mediante un
mecanismo que no implica muerte celular ni la presencia de especies reactivas del oxigeno a través
de laactivacion de laNOX2 [194, 199]. A diferencia de la liberacion de NETS litica, los neutréfilos
se mantienen viables y funcionales para llevar a cabo otros mecanismos defensivos [193, 200]. La
liberacion de NETS no litica se ha detectado principalmente en respuesta a patégenos bacterianos
como S. aureus [201] y fungicos como C. albicans [178]. El reconocimiento de microorganismos
activa a las plaguetas o a las proteinas del complemento a través de receptores de superficie [199,
202], siendo el calcio el agente activador de las proteinas que permiten la descondensacion del

ADN vy su liberacion a través de vesiculas [203, 204].

La liberacion litica y no litica de NETs coinciden en que el ADN necesita ser descondensado y
extraido del nucleo celular. Para ello, se requiere la actuacion de proteinas como la MPO, la NE o la enzima
peptidil arginina desaminasa 4 (PADA4). La activacion de la MPO resulta en la ejecucion de varios procesos
determinantes en la liberacion de NETs y su funcion. La MPO despolimeriza la cromatina, rompe la
membrana nuclear, es uno de los principales componentes proteicos de las NETs y activa a la NE. Cuando
la NE se encuentra activa, se transporta desde el citoplasma hasta el nicleo. Una vez en el nlcleo, rompe
la cromatina, liberandola al citoplasma [190]. En este punto, se activa también la PAD4. La combinacién
de PAD4, MPO y NE resulta en la citrunilizacion de la histona 3 (H3), favoreciendo asi la descondensacion

de la cromatina y su liberacion al medio extracelular [180].

Ademas, se ha descrito también la presencia de NETs mitocondriales. Estos NETSs se caracterizan
principalmente porque las fibras de ADN que los componen proceden de la mitocondria en lugar del nacleo.
La primera vez que se descubrieron fue en 2009, tras pre-tratar neutr6filos con GM-CSF y luego
estimularlos con lipopolisacarido (LPS) o con el factor de complemento 5a (C5a). Este proceso se

caracteriza por ocurrir a tiempos cortos, por ser dependiente de ROS y no resultar en muerte celular [205].

La liberacion de NETs se ha definido como una respuesta innata con caracter defensivo. Sin

embargo, existen estudios que han descrito el proceso de liberacion de NETs como un mecanismo con

27



Introduccion |

efectos negativos y contraproducentes en algunos escenarios, particularmente en situaciones de inflamacion
patoldgica exacerbada. Por ejemplo, un estudio demostro que, en sepsis, las NETs inducian inflamacion y
promovian el dafio orgénico [206]; otro estudio a nivel cardiovascular, publicé que las NETSs jugaban un
papel importante promoviendo la aterosclerosis y la trombosis [207]; o que, cuando la liberacion de NETs
no estaba correctamente regulada, las NETs contribuian a la patogenicidad de enfermedades autoinmunes
[207].

De modo interesante, los neutrofilos no pueden realizar la fagocitosis y la liberacion de NETs a la
vez. Las condiciones ambientales, el estado metabolico y de activacion del neutréfilo, asi como el tamafio,
la virulencia y las sefiales asociadas con la carga fagocitica, influyen en la eleccion de los neutréfilos. La
eleccion es dicotdmica y aparentemente irreversible [172, 208].

10. Neutrofilos y envejecimiento

Para abordar el impacto del envejecimiento en las funciones desempefiadas por los neutrdéfilos, es

necesario distinguir entre el envejecimiento del organismo y envejecimiento propio de los neutréfilos [209].

El envejecimiento de un organismo influye a nivel de 6rganos y tejidos, afectando a la biologia de
cualquier tipo de célula [209, 210]. En el caso del sistema inmunolégico, el envejecimiento genera un
deterioro gradual que se caracteriza por la presencia de una inflamacion basal excesiva, suponiendo la
inhibicion de respuestas inmunoldgicas [209, 210]. Este proceso se conoce como inmunosenescencia, y
afecta a todas las células del sistema inmunitario, incluidos los neutrofilos. A pesar de su corta vida media,
los neutrdéfilos son particularmente sensibles a cambios en el ambiente tisular, estados fisiol6gicos, ritmos
circadianos, sexo y edad. En personas de edad mas avanzada, el envejecimiento no altera el desarrollo y el
namero de neutrofilos [209, 211-213]. Sin embargo, el envejecimiento si afecta negativamente la capacidad
de los neutrofilos para erradicar patdgenos. Esto se debe a que presentan una vida media mas corta [209,
214] y una reduccién en funciones como la quimiotaxis [215-217], la actividad fagocitica [218], la
liberacion de NETS o la generacion de ROS tras estimulacion [219] (aunque los neutréfilos de personas
mas mayores producen y secretan constitutivamente niveles mas altos de ROS [220]). Respecto a como la
edad afecta a la liberacion de NETSs, se ha demostrado que el envejecimiento reduce significativamente la
cantidad de NETSs liberados por neutréfilos humanos previamente activados con TNF-a y en respuesta a
IL-8 y LPS. Sin embargo, cuando estos neutréfilos fueron estimulados con PMA, no se encontraron
diferencias significativas entre los individuos més jovenes y los mas mayores, sugiriendo que el
envejecimiento afecta a vias de sefializacion muy concretas y, por tanto, la alteracion de este mecanismo

defensivo depende del estimulo [219].
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En cuanto a como el envejecimiento celular propio de los neutréfilos afecta a sus funciones a lo largo
de su ciclo desde que son liberados de la médula dsea hasta que son eliminados, un estudio en ratones
demostr6 que existen diferencias dependiendo de si los neutr6filos se encuentran ante condiciones
fisioldgicas o patologicas [221]. En condiciones fisioldgicas, los neutrdfilos ‘envejecidos’ se retiran de la
circulacion hacia la médula dsea, higado o bazo para ser eliminados y mantener asi la homeostasis celular.
Sin embargo, en condiciones patoldgicas e inflamatorias, en lugar de ir hacia los érganos en los que se
eliminan, los neutréfilos mas maduros son reclutados en las areas infectadas/inflamadas [221]. Una vez alli,
estos neutrofilos exhiben una actividad fagocitica mayor en comparacion con los neutr6filos que se han
generado recientemente y también han sido reclutados [221]. Esta caracteristica de los neutrofilos méas
maduros en el organismo se debe a cambios especificos en su repertorio molecular (por ejemplo, aumento
en la expresion de CXCR4, TLR4 o integrinas como Mac-a/CD11b) que permiten que actiien como ‘células
experimentadas’, permitiéndoles asi generar respuestas frente a patdégenos mas rapidamente que los
neutréfilos méas inmaduros [221]. En humanos, también se ha demostrado un aumento en la expresién de
CXCR4 en neutrofilos mas maduros [222]. Sin embargo, los autores de este estudio reportaron que la
actividad de estos neutrdfilos rebajaba la intensidad de las respuestas inmunoldgicas: en respuesta a LPS,
los neutrofilos maduros presentaron una mayor dificultad para producir ROS, o en infeccién cronica de

VIH, el aumento en el nimero de neutréfilos maduros indujo inmunosupresién en células T [222].

11. Neutréfilosy VIH

Los neutrofilos liberan NETs en respuesta al VIH [143, 174, 223]. Este hallazgo se demostrd
inicialmente exponiendo in vitro neutréfilos sanguineos al VIH durante 24 h [174]. Méas adelante, nuestro
grupo de investigaciéon demostré que los neutr6filos de la mucosa del tracto genital de mujeres
premenopausicas liberaban NETs inmediatamente después de ser expuestos al VIH, y que esas NETS tenian
la capacidad de inactivar irreversiblemente al virus. Teniendo en cuenta que los neutréfilos de la mucosa
genital se encuentran en el portal de entrada del VIH, la liberacion de NETSs inactivaria al virus antes de
que éste pudiese alcanzar a las células diana y establecer una infeccion, suponiendo un mecanismo de

prevencion innato no reconocido previamente [143].

El VIH es un retrovirus con un material genético de ARN de cadena sencilla (ssRNA) rico en
oligonucledtidos de guanosina (G)- y uridina (U) [224, 225]. Los TLRs endosomales reconocen
especificamente acidos nucleicos, respondiendo TLR3 a cadenas dobles de ARN, TLR7 y TLR8 a cadenas

sencillas de ARN y TLR9 a ADN [224]. Las regiones del material genético del VIH ricas en motivos de
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guanosina y U(U) sefializan preferencialmente a través de TLR7, y las ricas en motivos de uridinay U(G)
a través de TLR8 [226, 227].

Un estudio demostrd en neutréfilos de sangre que la liberacion de NETs inducida por VIH era
parcialmente dependiente de TLR7/8 [174]. Ademas, cuando los neutréfilos sanguineos fueron estimulados
con R484 (agonista para TLR7/8) [174] y los neutrdfilos genitales con ssSRNA40 (agonista para TLR8)
[143], se detectaron NETs. Asimismo, se demostr6 que el uso de antagonistas para TLR7/8 inhibian
parcialmente la formacion de NETs cuando se estimularon neutréfilos sanguineos durante 24h con VIH
[174].

La actividad de los neutrdfilos en respuesta al VIH presenta cierta controversia en la comunidad
cientifica. En infeccion crénica por VIH/VIS, algunos estudios reportaron efectos perjudiciales de las
NETSs, como la destruccion de células inmunolégicas o inflamacion, lo cual contribuiria a generar dafio
tisular y la patologia observada en la infeccién cronica [228, 229]. Ademas, en el contexto de enfermedades
de transmision sexual e inflamacion genital, el contenido molecular liberado por los neutréfilos en las
secreciones cervicovaginales se asocié con un mayor riesgo de contraer el VIH [75, 230, 231]. Por el
contrario, otros estudios respaldan un papel protector por parte de los neutréfilos frente a la adquisicién del
VIH. Un estudio reciente mostré que los neutréfilos genitales contribuyen poco a la remodelacion de los
tejidos en condiciones fisioldgicas, lo que cuestiona la nocidn de que los neutrofilos tisulares participan en
el dafo tisular en ausencia de estimulos inflamatorios patoldgicos [232]. Ademas, la evidencia clinica
respalda un papel protector de los neutréfilos en respuesta al VIH: algunos estudios realizados en Africa
encontraron asociaciones entre recuentos bajos de neutro6filos en la sangre (neutropenia) y un mayor riesgo
de contraer el VIH en trabajadores sexuales [233], o un mayor riesgo de transmision intrauterina del VIH
[234]. Estos hallazgos aparentemente contradictorios muestran una brecha en el conocimiento sobre las
respuestas de los neutroéfilos al VIH y la necesidad de determinar el papel de las NETSs en la adquisicion del

VIH en la mucosa genital.

Actualmente, se desconocen los mecanismos responsables y eventos mas tempranos que tienen
lugar durante el desencadenamiento de la liberacion de NETs en respuesta al VIH, asi como si los
neutréfilos sanguineos responden de manera diferente al VIH en comparacién con los neutréfilos del
aparato genital femenino. Ademas, a pesar de que existen estudios que indican que las mujeres presentan
mayor riesgo de infeccion por VIH en la postmenopausia [116, 235], no hay estudios sobre si este

mecanismo de defensa frente al VIH se modifica a medida que las mujeres envejecen.
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1. Hipotesis
La infeccion por VIH continda siendo un problema de salud publica a nivel global, para el que aun
no existe cura o tratamientos preventivos ante futuras infecciones a largo plazo. Actualmente, las mujeres
constituyen el 53% de la poblacién infectada por este virus en el mundo. A pesar de que el nimero de
nuevos diagnosticos estd descendiendo entre las mujeres en edad reproductiva, las tasas de contagio estan

incrementando en mujeres mayores de 50 afos.

La via de transmision del VIH mas comun en mujeres es a traves del contacto sexual, 1o que supone
gue el tracto genital femenino sea uno de los principales portales de entrada para este virus. Sin embargo,
la ratio de transmisién del VIH por contacto sexual en mujeres es muy baja (0.08%), sugiriendo la presencia
de mecanismos defensivos frente a patdgenos en la mucosa genital femenina, entre los que destacamos las
repuestas por parte de las células inmunoldgicas residentes en el aparato reproductor femenino. Los
neutréfilos son las células inmunitarias innatas mas abundantes en la mucosa genital y se caracterizan por
ser células que presentan un amplio espectro de mecanismos defensivos en respuesta a patdgenos:
degranulacion, ROS, fagocitosis o liberacion de NETSs. Recientemente, nuestro grupo de investigacion
descubrié que los neutréfilos genitales liberaban NETS en respuesta al VIH, y que las NETSs tenian la
capacidad de inactivar de manera irreversible al virus. Sin embargo, los mecanismos subyacentes

responsables de desencadenar la liberacion de NETS tras la estimulacion con VIH adn no estan definidos.

La liberacion de trampas extracelulares de neutréfilos se ha definido como un mecanismo de
defensa innato que ha generado cierta controversia en la comunidad cientifica. Por un lado, algunos autores
describen la liberacion de NETs como un proceso con consecuencias perjudiciales como dafio tisular o
inflamacion exacerbada; y otros la definen como una estrategia defensiva involucrada en la proteccion

frente a patdégenos. En el contexto de la infeccidn por VIH, esta controversia sigue vigente.

No obstante, considerando nuestros resultados previos en los que las NETs inactivan el VIH, asi
como los datos publicados por otros autores en los que se cuestiona que los neutrdéfilos tisulares generen
dafio en condiciones fisioldgicas, o las evidencias clinicas que revelan una asociacion entre neutropenia y
aumento de adquisicion de VIH en mujeres, proponemos como hipétesis principal que las trampas
extracelulares de neutrdéfilos de la mucosa del tracto genital protegen a las mujeres frente a la

adquisicion del VIH via transmision sexual.

Con respecto a los mecanismos implicados en este proceso, hipotetizamos que el mecanismo
principal de reconocimiento del virus es a través de TLRs y que el papel protector de las NETs disminuye
con la edad debido a defectos en los mecanismos de reconocimiento viral o de la sefializacion

desencadenada por éste.
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2. Objetivos

1.

Identificar los mecanismos por los que los neutréfilos genitales reconocen el VIH y se
desencadena la liberacion de NETS.

Nuestro objetivo es determinar qué componentes virales son reconocidos por los neutréfilos y qué
mecanismos moleculares son activados e inducen la liberacion de NETs en los neutréfilos en

respuesta al VIH.

Comparacién y evaluacion de la actividad anti-VIH de los neutréfilos con el envejecimiento.
Como parte de este objetivo, determinaremos en qué medida se ve afectada la capacidad de
liberacion de las NETs al VIH con la edad, asi como el reconocimiento del virus y la consecuente
sefializacion en los neutrdfilos del aparato genital femenino de las mujeres postmenopausicas.
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1. Sujetos de estudio.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Proteccion de Sujetos Humanos y por la Junta de
Revision Institucional de Ciencias de la Salud de la Universidad de Tufts, Boston, MA, Estados Unidos.
Las muestras de tejidos procedentes del tracto genital femenino fueron obtenidas tras histerectomias
realizadas en mujeres no infectadas por VIH en Tufts Medical Center (Boston, MA, Estados Unidos). Las
histerectomias fueron llevadas a cabo para tratar condiciones benignas como fibromas, prolapso y
menorragias. Las distintas partes del tracto genital femenino fueron seleccionadas por anatomopatélogos,
diferenciando entre endometrio (EM), endocérvix (END) y ectocérvix (ECX), todas ellas libres de lesiones
y distantes de las zonas patol6gicas que motivaron el procedimiento quirdrgico. Las mujeres comunicaron
la etapa menopausica en la que se encontraban y se clasificaron en este estudio como premenopausicas

(n=33; 24-55 afios; edad (media)=42) y postmenopausicas (n=9; 49-77 afios; edad (media)=62).

Las muestras de sangre fueron obtenidas a través de donaciones de mujeres sanas al banco de sangre
Research Blood Components, LLC (Watertown, MA, Estados Unidos). Las mujeres firmaron un formulario
de consentimiento aprobado por la Junta de Revision Institucional donde dan permiso a Research Blood
Components, LLC para recolectar y vender su sangre con fines de investigacion. La Unica informacién
proporcionada sobre las donantes fue su edad y etapa menopausica. Las mujeres fueron clasificadas en este
estudio como mujeres premenopausicas (n=42; 18-51 afios; edad (media)=34) y mujeres posmenopausicas
(n=29; 48-72 afios; edad (media)=60).

2. Procesamiento de tejidos y purificacion de neutrofilos.

Los tejidos se procesaron para obtener una suspension de células estromales como se describid
anteriormente [100, 105, 143, 236, 237]. El tejido se troce6 con un bisturi y se digirié enziméaticamente
utilizando un kit de disociacién de tumores humano (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, Estados Unidos) y
ADNasa al 0,01 % (Worthington Biochemical, Lakewood, Nueva Jersey, Estados Unidos) en el disociador
gentleMACS™ (Miltenyi Biotec). Después, la suspension celular obtenida se filtré6 secuencialmente a
traves de filtros con un tamafio de poro de 100 um, 70 um y 30 um (MACS® SmartStrainers; Miltenyi
Biotec) para separar las células epiteliales de las células estromales. A continuacion, se eliminaron los
glébulos rojos de la suspension celular mediante el uso de bolas magnéticas que se unieron especificamente
a la molécula CD235a humana junto con el uso de un sistema de columnas e iman, tal y como se recoge en

las instrucciones del fabricante (CD235a (Glycophorin A) MicroBeads, humano, Miltenyi Biotec).
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En este punto, o bien se utiliz6 la suspension mixta de células para los experimentos de liberacion
de NETS, o bien se procedi6 al aislamiento de los neutréfilos. Para purificar los neutréfilos genitales, se
incubo, siguiendo las instrucciones del fabricante, la suspension mixta de células con un anticuerpo
especifico para la molécula humana CD66b unida a una molécula de ficoeritrina (PE, phycoerythrin) (anti-
CD66b humano, PE, REAfinity™, Miltenyi Biotec). Después, se lavaron las células en tampdn fosfato
salino (PBS, phosphate-buffered saline) y se incubd la suspension celular con bolas magnéticas que se
unieron especificamente a las moléculas de ficoeritrina (anti-PE MicroBeads UltraPure, Miltenyi Biotec)
para seleccionarlas magnéticamente mediante el uso de columnas e iman, siguiendo las instrucciones del
fabricante [143, 238] (llustracién 6).

. E “ 100pm

e 70pum
"- 30pum
Troceamiento ~ Obtencionde  fijrado  Eliminacion de . ‘
+digestion  lasuspension  gecyencial  glébulos rojos
enzimatica celular Suspensioén mixta de
células lista para realizar
experimentos

Suspension mixta de
células Suspension de neutréfilos

Seleccion de urificados lista para
células CD66b p S . P
realizar experimentos

llustracién 6. Procesamiento de muestras de tejido del tracto genital femenino y purificacién de neutrdfilos.

Esquema gréfico del procesamiento de las muestras de tejido del tracto genital femenino para la obtencién de
suspensiones mixtas de células (arriba) o suspensiones de neutrofilos purificados (abajo).
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3. Aislamiento de neutrdfilos de sangre periférica humana.

Se recolect6 sangre venosa de mujeres sanas en tubos con EDTA de 10 ml. El aislamiento de
neutroéfilos se realizd como se describe [143, 223], mediante seleccion positiva utilizando bolas magnéticas
que seleccionan especificamente las moléculas CD15 humanas (CD15 MicroBeads, Miltenyi Biotec), junto
con el uso de un Kit de columnas de separacién magnética especiales para sangre y un iman (Whole Blood
Columns, Miltenyi Biotec) tal y como se describe en las instrucciones del fabricante (llustracion 7).

- y
Sangre S’eleccmu de Neqtroﬁlos
celulas CD15 purificados

llustracioén 7. Proceso de purificacion de neutrofilos procedentes de sangre.

4. Inhibidores.

Se resuspendieron los neutréfilos sanguineos humanos purificados y las suspensiones mixtas de
células de tejidos genitales humanos en medio de cultivo de solucion salina equilibrada de Hanks (HBSS,
Hank's balanced salt solution) (Gibco, Waltham, MA, Estados Unidos) para cultivarse en una placa de 96
pocillos (Corning Inc.; Corning, NY, Estados Unidos) y pre-incubarse a temperatura ambiente con los
siguientes inhibidores: inhibidor de TLR8 a 5 pM durante 1 h (CU-CPT9a; InvivoGen, San Diego, CA,
Estados Unidos), inhibidor de TANK-binding kinase 1 (TBK1) y I-kappa-B kinase épsilon (IKKzg)
(TBK1/IKK¢) a 100 nM durante 1 h (BX795, InvivoGen), inhibidor de TLR9 a 150 nM durante 30 min
(ODN TTAGGG (A151), InvivoGen), inhibidor de TLR7 a 150 nM durante 30 min (ODN 2088 Control
(ODN 20958), Miltenyi Biotec), inhibidor de TLR7/9 a 150 nM durante 30 min (Dual iODN;
EnzoLifeSciences, Farmingdale, NY, Estados Unidos), inhibidor de dinamina (Dynasore; Abcam,
Waltham, MA, Estados Unidos) a 200 uM durante 20 min, inhibidor de la NADPH oxidasa (cloruro de
difenilenoyodonio (DPI); Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) a 10 uM durante 30 min,
guelante de calcio (BAPTA; Thermo Fisher, Waltham, MA, Estados Unidos) a 10 uM durante 30 min.

Cada inhibidor tenia su propia condicion de control que coincidia con los medios utilizados para
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resuspender los inhibidores: dimetilsulféxido (DMSO), soluciones tampdén suministradas con los

inhibidores 0 HBSS (Tabla 4).
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Tabla 4. Reactivos utilizados para el bloqueo de receptores, complejos o moléculas.

Inhibidor Reactivo Disolvente Producto Aplicacion
Inh. TLR7 | ODN20958 | TE Buffer (13'2)"_il'ge5”_3g21) 150 NM/30 minutos
Inh. TLR7/9 | Dual iODN PBS fgﬂfj‘gezngg)s 150 NM/30 minutos
Inh. TLR8 | CU-CPT9a dl?sl\(;llflce)n:e (21|g;/:i3\z/1%9§2-7) 5 uM/1 hora
IM.TLRY | 11a56 | endotoxinas (t:?l\f':él%%%nl) 150 nM/30 minutos
Inh. TBK1/IKKs | BX795 DMSO '(r;}’r'l"ggsy 100 nM/1 hora
Inh. Dinamina Dynasore DMSO (alf‘lbzcg 23) 200 uM/20 minutos
Inh. NOX DPI DMSO Th‘gg”;gg;her 10 LM/30 minutos
Quelante calcio BAPTA DMSO Sig(rgaz-s,)é\zlg)r ich 10 uM/30 minutos

5. Induccion y cuantificacion de NETs con un sistema de andlisis de células

vivas y toma de imagenes en tiempo real.

Después de pre-incubar los neutréfilos purificados o las suspensiones mixtas de células
inmunoldgicas con tratamientos especificos, se estimularon con particulas virales de VIH marcadas con
GFP (PV-VIH) o estimuladas con ion6foro de calcio (A23187; Sigma-Aldrich). Las células fueron
visualizadas y analizadas a través del sistema de analisis de células vivas IncuCyte, un sistema de

microscopia fluorescente que permite la cuantificacion y toma de imagenes en tiempo real.

A través del software que incluye la plataforma IncuCyte, se cuantific el ADN extracelular para
determinar el &rea de las NETs que capturaron el VIH (VIH-NETS), tal y como se describi6 previamente
[143, 223]. Este protocolo consistio en la aplicacion de una méascara disefiada que seleccionaba
especificamente las VIH-NETs estableciendo pardmetros como el tamafio o la excentricidad, con un
aumento de 10x, por lo que las PV-VIH individuales libres en el medio eran indetectables; solo se
visualizaron cuando se acumularon maltiples particulas en las NETs. Para marcar el ADN, se us6 un
reactivo fluorescente (Ex/Em Max: 612/631 nm, rojo) conocido como Cytotox a 250 nM (Essen Bioscience;
Ann Arbor, MI, Estados Unidos) y para detectar las moléculas de anexina V, se utilizd un reactivo

fluorescente (EX/Em Max: 593/614 nm, rojo) especifico para anexina V en una dilucion 1:200 (Incucyte®

38



Materiales y métodos [

Annexin V Dye for Apoptosis; Sartorius, Bohemia, NY, Estados Unidos), tal y como se describieron en las
instrucciones del fabricante. Las imégenes se recogieron cada 3-5 minutos a 37 °C utilizando el sistema
IncuCyte S3 (Sartorius) [143, 223].

Ademas, la estabilidad de la membrana celular se evalud con el reactivo Cytotox, de manera que
las células positivas se cuantificaron utilizando una méascara que selecciona especificamente objetos

(células) redondos y pequefios.

6. Visualizacion y cuantificacion de calcio con un sistema de analisis de

células vivas y toma de imagenes en tiempo real.

Se utilizo el reactivo fluorescente Rhod-3 AM (Rhod-3 Calcium Imaging Kit; Thermo Fisher) para
tefiir el calcio citosélico en rojo (EX/Em Max: 550/580 nm), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Como control interno de la sefial positiva, utilizamos un quelante de calcio (BAPTA, AM; Thermo Fisher)
a 10 uM que se pre-incubd en neutréfilos durante 30 min a temperatura ambiente. Para cuantificar el area
de calcio intracelular, aplicamos una mascara que disefiamos para seleccionar la sefial fluorescente roja

intracelular a través del software IncuCyte.

7. Visualizacion y cuantificacion de ROS con un sistema de analisis de

células vivas y toma de imagenes en tiempo real.

Se utilizé el reactivo fluorescente CellROX (CellROX™ Deep Red Reagent, Thermo Fisher) para
tefiir de rojo (EX/Em Max: 644/665 nm, rojo lejano) el estrés oxidativo celular en presencia de ROS. El
reactivo CellROX no es fluorescente cuando se encuentra reducido, pero muestra fluorescencia una vez que
las ROS lo oxidan. Como control interno de la sefial positiva, utilizamos un inhibidor de la NOX2 (DPI;
Sigma-Aldrich) a 10 uM que se pre-incubd en neutréfilos durante 30 min a temperatura ambiente. Para
cuantificar el area de ROS intracelular, aplicamos una mascara que disefiamos para seleccionar la tincion

roja intracelular a través del software IncuCyte.
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8. Generacion de PV-VIH marcadas con proteina verde fluorescente (GFP).

Los neutrdéfilos fueron estimulados con particulas de VIH unidas a moléculas de GFP con afinidad
por el receptor CCR5. Estas particulas se generaron a partir de un plasmido basado en el provirus pNL43
modificado para la expresion GFP, tal y como se describié anteriormente [239]. La secuencia codificante
mejorada de GFP (EGFP, enhanced green fluorescent protein) se expresé en el marco del extremo 3' del
gag, reemplazando la proteasa y la mayor parte de la region codificante de la transcriptasa inversa. La sefial
Y en el ARN y el marco de lectura abierto (ORF, open reading frame) para gag permanecieron intactos.
Para obtener cepas con tropismo para CCR5 (cepas R5), un plasmido con un ORF de env inactivo, es decir,
gue no expresaba proteinas funcionales de la envoltura (denominada pNL4GagGSGFPDelta-env/K806), se
derivo de K795 para pseudotiparlo y complementarlo con el plasmido de expresién para la envoltura de
pBaL.26 (programa NIH AIDS Reagent, nimero de catalogo 11.446, aportado por el Dr. John Mascola)
[240], generando asi PV-VIH con proteinas en la envoltura con afinidad por CCR5. Para algunos
experimentos, utilizamos PV-VIH sin proteinas de la envoltura (VIH-Aenv). Las PV-VIH no infecciosas
marcadas con EGFP se produjeron mediante transfeccidn, se concentraron mediante ultracentrifugacion y

se enumeraron esencialmente como se describe [239].
9. Microscopia confocal.

Las células se resuspendieron en HBSS y se colocaron en cubreobjetos previamente recubiertos
con poli-D-lisina (Gibco) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se utilizaron PV-VIH marcadas con
GFP (5 000-10 000 PV-VIH/célula) para estimular la liberacion de NETs durante 5 min, 15 min, 30 min, 1
h 0 2 h atemperatura ambiente, y luego se fijaron con paraformaldehido al 4 %. Se utilizaron como controles
neutrdéfilos no estimulados incubados en HBSS. Las células y los NETSs se tifieron durante 2 h a temperatura
ambiente con AlexaFluor 647-H3 (1B1-B2) (BiolLegend) AlexaFluor 647-Rab5 (D-11) (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos), AlexaFluor 647-Lactoferrin (LF5-1D2) (Novusbio,
Englewood, CO, Estados Unidos) y/o PE-Annexin V (BioLegend, San Diego, CA, Estados Unidos). Las
células y los NETS se lavaron cuidadosamente con PBS y las muestras se montaron con una solucién de
montaje anti-desvanecimiento con DAPI (Pro-Long Diamond anti-fade mounting with DAPI; Thermo
Fisher) como se describe [143]. Se tomaron imégenes aleatorias de las muestras (aumento, 63x) utilizando

el microscopio confocal Leica SP8 en combinacién con el software Leica LAS X.
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10. Citometria de flujo.

Para determinar la abundancia de neutréfilos en el tracto genital femenino, se tifieron suspensiones
mixtas de células procedentes de tejidos genitales para detectar marcadores de superficie utilizando una
combinacion de los siguientes anticuerpos: CD45-vioblue450, CD11b-PE (Tonbo, San Diego, CA, Estados
Unidos), CD3-VioGreen, CD15-FITC, CD66b-APC (Miltenyi biotec), CD11c-PerCp-Cy5.5, CD3-APC
(Biolegend), CD14-e780, (eBiosciences, San Diego, CA, Estados Unidos). La viabilidad celular se evalu6
mediante el uso de 7AAD (Southern Biotech, Birmingham, AL, Estados Unidos) o del reactivo zombie dye
yellow staining (Biolegend). Las muestras se analizaron en el citdmetro de flujo de 8 colores MACSQuant
10 (Miltenyi biotec) o Gallios (Beckman Coulter, Indiandpolis, IN, Estados Unidos) y los datos se
analizaron con el software FlowJo (Tree Star, Inc. Ashland, OR, Estados Unidos). La expresion de
marcadores de superficie se muestra como porcentaje de células positivas. Se utilizd la estrategia de
fluorescencia menos uno (FMO, fluorescence minus one) para establecer selecciones apropiadas de las

poblaciones celulares y los marcadores, tal y como se muestra en la ilustracion 8 [143].

Para determinar la expresion de los receptores que reconocen el VIH en los neutrofilos, se tifieron
neutréfilos de sangre purificada y suspensiones mixtas de células procedentes de tejidos genitales con los
siguientes anticuerpos para células humanas: CD45-BUV395 (BD Biosciences), CD66b-Pacific blue
(BioLegend), CD15-FITC (BioLegend), CD4-BUV805 (BD Biosciences), CXCR4-BV785 (BioLegend) y
CCR5-PE-Cy5 (clon: 2D7/CCR5) (BD Biosciences). La viabilidad celular se evalu6 utilizando el reactivo
live/dead fixable blue dead cell stain kit (Thermo Fisher) durante 10 minutos en una dilucién 1:200. Se
bloquearon los receptores Fc mediante el uso del reactivo FcR Blocking Reagent (Miltenyi biotec) durante
10 minutos (5 pl/células 1 M). El andlisis se realizd en un citometro Aurora (Cytek Biosciences; Fremont,

CA, Estados Unidos) y se analizaron los datos utilizando el programa OMIQ (www.omidg.ai).

11. ELISA.

Se utilizo el kit Invitrogen™ Estradiol Human ELISA Kit (Thermo Fisher) para determinar los
niveles de estradiol en plasma de donantes de sangre, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
obtuvieron muestras de plasma de sangre (1 ml) después de centrifugar a 500 g durante 15 min a temperatura

ambiente.
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llustracion 8. Estrategia de seleccidn de neutrdfilos genitales mediante citometria de flujo.

Los neutrdfilos genitales (células CD66b+) se seleccionaron a partir de una suspension mixta de células inmunoldgicas
(CD45+) vivas. Dentro de las células inmunolégicas, se eligieron aquellas células que presentaban una alta
granularidad (SSC high). Por altimo, definimos nuestra poblacion de neutréfilos seleccionando las células que
expresaban la molécula CD66b.

12. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR).

Los neutrdfilos humanos de sangre fueron procesados usando RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen;
Hilden, Germany) para extraer y purificar el ARN. Para obtener un ARN de alta calidad, se eliminaron
contaminantes usando RNeasy cleanup kit (Qiagen). Los genes TLR7, TLR8, TLR9, and RPL13a (como
control interno) fueron amplificados usando PowerSYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher) y los
siguientes primers: TLR7, hFw 5’tttcccagagcatacagettag3’ y hRv 5’gcectetgatgggacaagtaaa3’; TLRS, hFw
5’gctacaggtetetttccacatc3’ y hRv 5°gtggtagegeagcetceattta3’; TLR9, hFw 5’gctagacctgtcccacaataag3’ y hRv
S’aaagggctggctgttgtag3’; RPL13a, hFw 5’gccctacgacaagaaaaageg3’ y hRv S’tacttccagecaacctegtga3’. Las
muestras fueron procesadas y analizadas utilizando QuantStudio 6 Flex System. Todos los kits se usaron

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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13. Analisis estadistico.

El analisis de datos se realizo utilizando el software GraphPad Prism 9. Los datos se representaron
como mediana + rango intercuartilico. Los p valores unilaterales y bilaterales < 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Se utiliz6 el test no paramétrico U de Mann-Whitney o Wilcoxon para
comparar dos grupos. Se utilizé la prueba t de una muestra para determinar si una poblacion desconocida
era diferente de un valor hipotético, asumiendo un muestreo de una distribucién gaussiana. Para el andlisis

de correlacidn se utilizo la correlacion no paramétrica de Spearman.

14. Aprobacion ética y consentimiento para participar.

El estudio fue aprobado por la Junta de Revisién Institucional de Ciencias de la Salud de la
Universidad de Tufts. Se obtuvieron consentimientos escritos e informados antes de la cirugia de mujeres
VIH negativas sometidas a histerectomias en el Tufts Medical Center (Boston, MA), y de la extraccion de
sangre de donantes sanas.

15. Disponibilidad de datos y materiales.

Todos los datos para evaluar las conclusiones contenidas en el articulo y en esta tesis estan

disponibles en el texto principal o en las figuras.
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1. Efecto de la edad tras la menopausia en la liberacion de NETs en

respuesta al VIH.

Anteriormente, varios autores demostramos que los neutroéfilos procedentes de sangre y del aparato
genital femenino liberaban NETSs en respuesta al VIH [143, 174, 223]. En este estudio, queremos investigar
el impacto del envejecimiento en la liberacion de NETs inducida por VIH en sangre y en la mucosa genital.
Para ello, estimulamos neutrofilos sanguineos y del tracto genital de mujeres (18-77 afios) con PV-VIH
para inducir la liberacion de NETS. Estas particulas de VIH se caracterizan por haber sido modificadas para
expresar GFP. La liberacidn de NETs en respuesta al VIH fue visualizada usando un sistema de andlisis de
células vivas y toma de imagenes en tiempo real, tal y como describimos en materiales y métodos y en

publicaciones previas [143, 223].
1.1. Neutrofilos sanguineos

De manera consistente con nuestros hallazgos previos [143, 223], detectamos liberacion de NETSs

tras estimular neutréfilos de sangre con PV-VIH, pero no detectamos NETSs en el control (Fig. 1).

Para confirmar que los NETSs estaban atrapando al VIH, visualizamos estos complejos VIH-NETSs
mediante microscopia confocal como método alternativo. Los neutrofilos fueron cultivados en secciones
de cristal y estimulados con PV-VIH para inducir la liberacion de NETs. Seguidamente, se realiz6 una
tincion para detectar ADN e histona 3 (H3), una de las conocidas proteinas asociadas a NETs [173]. Como
se muestra en la figura 2, observamos colocalizacion entre la sefial emitida por VIH, ADN extracelular e

H3, indicando que el VIH esta atrapado en los NETS.

Curiosamente, en las primeras observaciones visualizamos una reduccién en la formacion de NETs
en mujeres postmenopausicas en comparacion con mujeres premenopausicas (Fig. 1). Por tanto, mediante
el software IncuCyte, procedimos a cuantificar el area de la sefial fluorescente emitida por los NETs. Para
ello, establecimos una méascara con restricciones de tamafio y esfericidad en la que excluimos la sefial
proporcionada por las células (redondas y de menor tamafio) y seleccionamos aquellas formas irregulares
y de mayor tamafio caracteristicas de los NETs. Cuando cuantificamos dicha liberacion de NETs a lo largo
del tiempo, identificamos un pico de liberacion de NETSs a tiempos tempranos en mujeres premenopausicas
(liberacion temprana de NETS; 0-15 min), seguido de una liberacion tardia que se mantiene a lo largo del

tiempo (liberacion tardia de NETs; 15min-2h) (Fig. 3A; circulos negros).
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Premenopausia (28 afios) Postmenopausia (71 afios)

Control VIH Control VIH

Contraste

Figura 1. Liberacion de NETs por neutrofilos sanguineos de mujeres pre y postmenopausicas.

Deteccion de la formacion de NETSs tras 2h de estimulacion con VIH. EI ADN de los NETs se marcé en rojo con
Cytotox y las PV-VIH en verde. La colocalizacién de los 2 colores (merge) se presenta en amarillo. Las flechas indican
los NETs. Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x). Barra de
escala: 50 pm.

Sin embargo, los neutréfilos sanguineos de mujeres postmenopausicas no mostraron este pico
temprano de liberacion de NETS tras la estimulacion con VIH, aunque si liberaron NETSs a tiempos mas
tardios (Fig. 3A,; circulos blancos). No se encontraron diferencias en la liberacién total de NETSs (2h) entre
mujeres pre y postmenopausicas (n=37) tras estimular los neutréfilos con VIH (Fig. 3B; 0-2 h); sin
embargo, detectamos que las mujeres postmenopdusicas liberaban significativamente menos NETs que las
mujeres premenopausicas a tiempos tempranos (Fig. 3B; 0-15 min, p=0.02), sin mostrar diferencias

significativas a tiempos tardios tras la estimulacion con VIH (Fig. 3B; 15min-2h).
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Figura 2. Liberacion de NETs por neutrofilos sanguineos y captura del VIH.

Iméagenes representativas de los complejos VIH-NETSs tras 1h de estimulacion con VIH visualizados a través de
microscopia confocal (aumento, 63x). Barra de escala: 10 um. La colocalizacion de los 3 colores se muestra como
merge.

Estos resultados sugieren que hay un retraso en la respuesta al VIH en los neutréfilos sanguineos
de las mujeres postmenopausicas en comparacion con las mujeres premenopdusicas. Considerando que la
menopausia es un acontecimiento importante que marca el final de los ciclos de las hormonas sexuales en
el proceso de envejecimiento de las mujeres [241], quisimos investigar si los efectos observados en la
liberacion temprana de NETSs estaban influenciados por el envejecimiento tras la menopausia. Como se
puede observar en la figura 3C, durante los afios previos a la menopausia, la liberacion temprana de los

NETSs se mantiene independientemente de la edad de las mujeres (Fig. 3C; circulos negros), sin embargo,
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disminuye significativamente con la edad a partir de la menopausia (Fig. 3C; circulos blancos, r=-0.53,
p=0.02).
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Figura 3. El envejecimiento retrasa la liberacion temprana de NETSs en respuesta al VIH en sangre.

(A) Cuantificacion representativa de la liberacién de NETs a lo largo del tiempo por mujeres premenopausicas
(circulos negros) y mujeres postmenopausicas (circulos blancos) tras la estimulacién con VIH (circulos). Los
neutréfilos sin estimular (triangulos) se encuentran solapados en la parte inferior del grafico. (B) Comparacion de la
liberacion de NETSs por neutréfilos sanguineos de mujeres premenopausicas (n=18) y postmenopdusicas (n=19) a
tiempos totales (0-2 h), tempranos (0-15 min) y tardios (15min-2h). Representacion de la mediana con rango
intercuartilico. Se aplico el test estadistico de Mann-Whitney. La linea vertical de puntos separa la cuantificacién de
NETSs total de la liberacién temprana y tardia. (C) Correlacion de la liberacién de NETs a tiempos tempranos (0-15
min) con la edad de las mujeres (premenopéusicas=18; postmenopausicas=19) en sangre. Se aplic6 la correlacion de
Spearman r. La linea vertical de puntos indica la menopausia. *p<0.05

Para determinar si esta reduccion en la liberacion de NETs estaba directamente influenciada por
las hormonas sexuales, medimos los niveles de estrogenos (E2) en muestras de plasma procedentes de 24
mujeres premenopausicas y 25 mujeres postmenopausicas, incluyendo 28 muestras que también fueron
usadas para los experimentos de liberacion de NETs (Fig. 4). Como se esperaba, las mujeres
premenopausicas mostraron niveles de E2 en plasma significativamente mas altos que los detectados en
mujeres postmenopausicas (Fig. 4A). A continuacion, analizamos los grupos de mujeres pre y
postmenopdusicas de manera independiente para identificar si habia correlacion entre la edad y los niveles
de E2. En las mujeres premenopausicas, observamos que no habia una correlacion significativa entre la
edad y los niveles de E2 (Fig. 4B). Este resultado es consistente con la alta variabilidad conocida tanto entre
mujeres, como entre ciclos menstruales en la misma mujer [98, 135, 242-244]. Ademas, detectamos una

amplia variabilidad en los niveles de E2 en mujeres en un rango de edad entre 40-50 afios, con menores

48



Resultados [N

niveles tras los 45 afios. En el grupo de las mujeres postmenopausicas, tampoco hubo una correlacion
significativa entre la edad y los niveles plasmaticos de E2, que se mantuvieron bajos y constantes (Fig. 4B).
De manera importante, cuando correlacionamos los niveles de E2 en plasma de cada donante con la
cuantificacion de NETS tras estimular con VIH los neutréfilos sanguineos, no hubo correlacién significativa
(Fig. 4C), indicando que la reduccidn de los niveles de estradiol en mujeres postmenopdusicas no influencia

de manera directa la liberacion de NETs inducida por estimulacién con VIH.
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Figura 4. Niveles de estradiol en plasma sanguineo procedente de mujeres pre y postmenopausicas.

(A) Comparacidn de los niveles de estradiol en plasma entre mujeres premenopausicas (n=25) y postmenopausicas
(n=24). Se aplico el test estadistico de Mann-Whitney. (B) Correlacion entre los niveles de estradiol y la edad en
mujeres premenopausicas (grafico de la izquierda) y mujeres postmenopausicas (grafico de la derecha). Se aplicé la
correlacion de Spearman r bilateral. (C) Correlacion entre los niveles de estradiol en plasma y la liberacion temprana
de NETSs (15 minutos) tras la estimulacion con VIH de neutr6filos sanguineos purificados procedentes de mujeres pre
y postmenopdusicas. Los valores de 0 fueron reemplazados por valores de 1. Se aplicd la correlacién de Spearman r
bilateral. ****p<0.0001.

1.2. Neutrofilos del tracto genital femenino

El siguiente paso fue investigar la liberacion de NETSs en neutréfilos del tracto genital (endometrio
y cérvix) femenino (Fig. 5). De forma similar a lo que vimos en los neutr6filos sanguineos, detectamos una

disminucidn general en la liberacion de NETs entre mujeres pre y postmenopausicas.

Sin embargo, de forma contraria a lo que vimos en sangre, cuando cuantificamos la liberacién de NETs
temprana, tardia y total en multiples donantes, no detectamos diferencias significativas entre mujeres pre y
postmenopausicas (Fig. 6A). No obstante, cuando se represento la liberacién de NETs temprana frente a la
edad de las mujeres, se observé que los neutrdéfilos del tracto genital femenino de mujeres postmenopausicas
disminuyeron significativa y progresivamente la liberacion de NETs a medida que la edad de las mujeres

aumentaba (Fig. 6B, circulos blancos; r=-0.66, p=0.002).
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Premenopausia (31 afios) Postmenopausia (64 aflos)

Control VIH Control VIH

(VIHH+ADN)

Contraste

Figura 5. Liberacion de NETs por neutrofilos genitales de mujeres pre y postmenopausicas.

Deteccion de la formacion de NETSs tras 2h de estimulacion con VIH. EI ADN de los NETs se marcé en rojo con
Cytotox y las PV-VIH en verde. La colocalizacion (merge) del verde y rojo se presenta en amarillo. Las flechas
indican los NETs. Imé&genes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x). Barra
de escala: 50 pm.

Para determinar si el envejecimiento afectaba de manera diferencial a los neutréfilos procedentes
de distintas partes anatomicas del tracto genital femenino, estratificamos los resultados de la figura 6B
segun su regién anatdmica (endometrio y cérvix) en mujeres pre y postmenopausicas. Como observamos
en la figura 6C, los neutrdéfilos procedentes de endometrio y cérvix mostraron una correlacion similar entre

la liberacidn temprana de NETs y la edad en mujeres tras la menopausia (Fig. 6C).

De manera inesperada, la liberacién de NETS por parte de neutréfilos del endometrio de mujeres
premenopdusicas incrementd significativamente a medida que envejecian hasta que llegaban a la
perimenopausia (Fig. 6C; grafico a la izquierda), y la misma tendencia fue observada en el cérvix,
probablemente este incremento en la liberacion de NETSs contribuyé a la falta de diferencias significativas

entre mujeres pre y postmenopausicas cuando las comparamos como grupo en la figura 6A.

Para determinar si la correlacién observada entre la reduccion de NETs y el envejecimiento tras la
menopausia estaba asociada con una disminucion en el niamero de neutrofilos presentes en el tracto genital
femenino, cuantificamos el nimero y el porcentaje de neutrofilos en los tejidos genitales por citometria de

flujo, tal y como describimos en materiales y métodos.
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Figura 6. El envejecimiento tras la menopausia retrasa la liberacion temprana de NETs en respuesta al VIH en
el tracto reproductor femenino.

(A) Comparacion de la liberacion de NETs por neutréfilos genitales de mujeres premenopausicas (n=34) y
postmenopausicas (n=17) a tiempos totales (0-2 h), tempranos (0-15 min) y tardios (15min-2h). Representacion de la
mediana con rango intercuartilico. Se aplico el test estadistico de Mann-Whitney. (B) Correlacion de la liberacion
temprana de NETs (0-15 min) con la edad de las mujeres (premenopausicas=34; postmenopausicas=17) en tejidos
genitales y (C) separados segln la region anatdmica. *p<0.05 **p<0.01.

Como observamos en la figura 7, tanto el namero como el porcentaje de neutréfilos se mantuvo

constante con el incremento de la edad en las diferentes secciones anatémicas del tracto genital femenino.
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Figura 7. Recuento de neutroéfilos en las distintas regiones del tracto genital femenino.

Correlacion entre la edad de las mujeres y el nimero de neutréfilos (grafico de la izquierda) o el porcentaje de
neutréfilos dentro de la poblacidn de células inmunolégicas (CD45+) (grafico de la derecha) en el endometrio
(n=11), endocérvix (n=7) y ectocérvix (n=7). *p<0.05; **p<0.01.

En resumen, estos resultados demuestran que el envejecimiento tras la menopausia afecta a la

capacidad de los neutrofilos sanguineos y genitales de responder frente al VIH liberando NETS.

2. TLR8 y TLR7 median la liberacién de NETs temprana y tardia en

respuesta al VIH de manera secuencial.

Debido a que los neutrofilos de mujeres postmenopausicas demostraron un defecto en la liberacion
temprana de NETS tras la estimulacion con VIH, investigamos mecanismos de reconocimiento del VIH por

los neutrdfilos para determinar si algunos de estos mecanismos estaban impedidos con el envejecimiento.

El genoma del VIH (ssRNA) es reconocido por TLR7/8 [224] y la estimulacion de estos receptores
resulta en la activacion de los neutréfilos y en la liberacion de NETs [143, 174, 245]. Por tanto, primero
investigamos el papel de TLR7/8 en el reconocimiento del VIH por parte de los neutrofilos sanguineos y

genitales y su implicacion en la liberacion temprana de NETS.
2.1. Neutrofilos sanguineos

Para llevar a cabo este estudio, incubamos los neutréfilos sanguineos con inhibidores especificos
de TLRs endosomales antes de la estimulacion con VIH y cuantificamos la formacion de NETs a lo largo

del tiempo.
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Para inhibir TLR8 utilizamos CU-CPT9a, un compuesto que se une especificamente a TLR8 y
estabiliza su estado de reposo, previniendo un cambio conformacional de TLR8 a su estado activado [246].
Para inhibir TLR7, utilizamos el compuesto Dual iODN, el cual inhibe potentemente la sefializacion a través
de TLR7 y TLR9, y ha sido anteriormente utilizado para bloquear dicha sefializacion en neutrdfilos por
otros autores [174]. En los neutrdfilos sanguineos, tal y como mostramos en la curva representativa (Fig.
8A), el inhibidor de TLR8 (CU-CPT9a) retrasd la liberacion de NETs en comparacion al control de
estimulacion con VIH sin inhibidor, mientras que la inhibicién de TLR7/9 (Dual iODN) afecto la liberacion
de NETs a tiempos tardios (Fig. 8A). Cuando cuantificamos en varias mujeres (CU-CPT9a: n=25; Dual
iODN: n=17) la liberacion de NETs inducida por VIH tras bloguear TLR8 con CU-CPT9a en neutrofilos
sanguineos, observamos una reduccién significativa (mediana de reduccion del 45%; p=0.03) a tiempos
tempranos (0-15 min), sin mostrar cambios significativos a tiempos tardios (15min-2h) (Fig. 8B, panel de
la izquierda). En cambio, la inhibicién de TLR7/9 con Dual iODN mostr6 una tendencia a la reduccién de

la liberacion de los NETS a tiempos tardios (Fig. 8B, panel de la derecha).

Debido a que Dual iODN inhibe TLR7 y TLR9, para determinar si el efecto observado proviene
del blogqueo de TLR7 o de TLRY, utilizamos inhibidores especificos para TLR7 (ODN 20958) o TLR9
(ODN TTAGGG) y observamos una reduccidn significativa en la liberacion tardia de NETs cuando TLR7
estaba bloqueado (Fig. 8C; mediana de reduccién del 59%; p=0.007), pero el bloqueo de TLR9 no mostrd
ningun efecto (Fig. 8C).

Ademas, también se evalué la contribucion de otros PRRs capaces de detectar ARN viral
citoplasmaético. Para ello, bloqueamos TBK1/IKKe antes de estimular los neutrofilos con VIH, dos quinasas
homologas IkB que son indispensables para la cascada de sefializacion de los RLRs [247]. Sin embargo, no

se detectaron diferencias significativas en la liberacion de NETs (Fig. 8C, panel de la derecha).

Para evaluar el efecto de la menopausia y el envejecimiento en el reconocimiento del VIH y la
consecuente liberacion de NETSs en neutrdfilos sanguineos, estratificamos los datos obtenidos en la figura
8B en mujeres pre y postmenopausicas. Hipotetizamos que las mujeres postmenopausicas ya tendrian
impedido el reconocimiento del VIH a través de TLRs y que, por ello, observariamos un retraso en la
liberacion de NETS tras la exposicion al VIH (Fig. 3). Sin embargo, la inhibicién de TLR8 y de TLR7/9
redujo significativamente la liberacién de NETSs en el grupo de mujeres postmenopausicas, y no mostré

ningun efecto significativo en mujeres premenopausicas (Fig. 9A).
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Figura 8. TLR8 y TLR7 median la liberacién de NETs inducida por VIH en neutrofilos sanguineos de manera
secuencial.

(A) Cuantificacion representativa de la liberacién de NETs inducida por VIH a lo largo del tiempo en presencia del
inhibidor de TLR8 [CU-CPT9a (gris claro)], del inhibidor de TLR7/9 [Dual iODN (gris oscuro)] y en ausencia de
inhibidores (negro). (B, C) Cuantificacion de la liberacion de NETs en maltiples donantes a tiempos totales (0-2h),
tempranos (0-15 min) y tardios (15min-2h) tras estimular los neutréfilos sanguineos con VIH en presencia (blanco) o
ausencia (negro) de inhibidores de TLRs o RLRs. Se aplico el test estadistico de Wilcoxon. Se descartd 1 valor fuera
de rango en la condicion del inhibidor ODN 20958 al aplicar el test de Grubb’s (Alpha=0.05). *p<0.05; **p<0.01.

Ademas, la normalizacién de los NETSs liberados tras la estimulacion con VIH en presencia de los
inhibidores frente a los NETS liberados en ausencia de los inhibidores (condicién control), revel6 que el

porcentaje de la reduccion de NETs era mayor en mujeres postmenopausicas en comparacion con mujeres

premenopdusicas (Fig. 9B).
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Figura 9. Inhibicion de TLR8 y TLR7/9 en neutrofilos sanguineos de mujeres pre y postmenopéausicas.

(A) Liberacion de NETs por neutréfilos sanguineos de mujeres pre y postmenopausicas tras la inhibicion de TLR8
(gréfico de laizquierda) y TLR7/9 (gréafico de la derecha). Se aplicé el test de Wilcoxon. (B) Porcentaje de la reduccion
de NETSs inducidos por VIH tras la inhibicién de TLR8 (grafico de la izquierda) o TLR7/9 (grafico de la derecha) con
respecto a la estimulacion de VIH en ausencia de inhibidores en neutréfilos de sangre de mujeres pre y
postmenopausicas. Se aplicd la prueba t de una muestra. *p<0.05; **p<0.01.

A continuacién, evaluamos la expresion de TLR7, TLR8 y TLR9 para determinar si las diferencias

observadas en la sefializacion a través de TLRs entre mujeres pre y postmenopausicas se debian a cambios

dependientes de la edad en la expresion de estos receptores. Sin embargo, no detectamos diferencias

significativas entre mujeres pre y postmenopdusicas, y TLR8 se expresaba a niveles mas altos en

comparacion con los otros TLRs (Fig. 10), siendo estos resultados consistentes con lo anteriormente

publicado por otros autores [154].
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Figura 10. Expresion de los TLR endosomales en neutrdéfilos de sangre de mujeres pre y postmenopausicas.

Expresion de los genes TLR7, TLR8 y TLR9 determinada por gPCR en neutréfilos de mujeres premenopéusicas

(n=7; negro) y postmenopAusicas (n=10; blanco).

55



Resultados [N

En resumen, nuestros hallazgos indican que el reconocimiento de VIH a través de TLR8 media la
liberacion temprana de NETSs en neutrofilos sanguineos, mientras que TLR7 media la liberacion tardia de
NETSs, preferencialmente en mujeres postmenopdausicas. Ademas, nuestros resultados sugieren que las
mujeres premenopausicas poseen mecanismos alternativos independientes de TLRs endosomales que
inducen la liberaciéon de NETS en respuesta al VIH.

2.2. Neutrofilos del tracto genital femenino

Nuestro siguiente paso fue evaluar el reconocimiento del VIH en el aparato genital femenino
siguiendo el mismo disefio experimental que con neutrdfilos sanguineos. En los neutréfilos del tracto genital
femenino, la inhibicién de TLR8 redujo significativamente la liberacion temprana de NETs (mediana de
reduccién del 28.2%; p=0.005) (Fig. 11, panel de la izquierda), pero en una menor medida si lo comparamos
con la reduccion obtenida en neutréfilos sanguineos (Fig. 8B, panel de la izquierda). La inhibicién de
TLR7/9 y TLRY redujo significativamente la liberacion tardia de NETs (mediana de reduccién del 48%;
p=0.002) (Fig. 11).
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Figura 11. TLR8 y TLR7 median la liberacién de NETs inducida por VIH en neutrofilos genitales de manera
secuencial.

Cuantificacion de la liberacion de NETs en maltiples donantes a tiempos totales (0-2h), tempranos (0-15 min) y tardios
(15min-2h) tras estimular los neutréfilos genitales con VIH en presencia (blanco) o ausencia (negro) de inhibidores
de TLR8 (CU-CPT9a), TLR7/9 (Dual iODN), y TLR7 (ODN 20958). Se aplic6 el test estadistico de Wilcoxon. Se
descart6 1 valor fuera de rango en la condicion del inhibidor de TLR7 (ODN 20958) al aplicar el test de Grubb’s
(Alpha=0.05). *p<0.05; **p<0.01.
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A diferencia de lo observado en neutrofilos sanguineos, cuando las mujeres pre y postmenopausicas
fueron analizadas por separado, los neutrofilos genitales de mujeres premenopdausicas redujeron
significativamente la liberacion de NETs temprana en respuesta a VIH cuando bloqueamos TLR8, y no
detectamos ningun efecto en mujeres postmenopdausicas (Fig. 12A, panel de la izquierda), debido
potencialmente a la baja respuesta temprana a VIH ya presentada por este grupo de mujeres. De manera
similar, Unicamente las mujeres premenopausicas mostraron una reduccion significativa en la liberacion de
NETSs cuando bloqueamos TLR7/9 (Fig. 12A, panel de la derecha). La nhormalizacion de los NETSs liberados
tras la estimulacion con VIH en presencia de los inhibidores frente a los NETSs liberados en ausencia de los
inhibidores demostrd una reduccion en el efecto de la inhibicion de TLR8 en mujeres postmenopausicas,
mientras que la inhibicién de TLR7 se mantuvo igualmente efectiva en neutréfilos genitales de mujeres pre
y postmenopausicas tratados con Dual iODN (Fig. 12B). Estos resultados sugieren que la liberacion de
NETs inducida por VIH en neutrofilos genitales se desencadena preferencialmente a través de TLR8 y

TLR7 de manera secuencial, y que los mecanismos de sefializacién a través de TLR8 estan impedidos en

mujeres postmenopausicas.
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Figura 12. Inhibicién de TLR8 y TLR7/9 en neutrdfilos genitales de mujeres pre y postmenopausicas.

(A) Liberacion de NETs por neutréfilos genitales de mujeres pre y postmenopausicas tras la inhibicion de TLR8
(gréfico de laizquierda) y TLR7/9 (gréafico de la derecha). Se aplicé el test de Wilcoxon. (B) Porcentaje de la reduccion
de NETs inducidos por VIH tras la inhibicién de TLR8 (gréafico de la izquierda) o TLR7/9 (gréfico de la derecha) con
respecto a la estimulacién de VIH en ausencia de inhibidores en neutrdfilos genitales de mujeres pre y
postmenopdusicas. Se aplico la prueba t de una muestra. *p<0.05; **p<0.01.
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En resumen, estos datos demuestran que el VIH desencadena la liberacion de NETs en neutréfilos
sanguineos y genitales a través de mecanismos diferentes, y que la menopausia impide especificamente las

respuestas sefializadas a través de TLR8 en neutrdfilos del tracto genital femenino.

3. ElI'VIH induce un incremento rapido del calcio intracelular en neutroéfilos

sanguineos de mujeres premenopausicas.

La ausencia de reduccion de NETSs inducidos por VIH tras la inhibicion de TLR8 y TLR7 en
neutréfilos sanguineos de mujeres premenopausicas, sugirié la presencia de mecanismos alternativos al
reconocimiento por TLRs involucrados en la liberacién de NETs. Ademas, aungue el blogueo de TLR8 y
TLR7 resultdé en una reduccion significativa de la liberacion temprana y tardia de NETs en neutrofilos
sanguineos de mujeres postmenopausicas, la formacion de NETs no fue completamente abolida, sugiriendo
la existencia de mecanismos de activacidn adicionales. Por tanto, en este capitulo exploramos el papel
potencial del calcio, el cual ha sido descrito como un mediador rapido de la liberacion de NETs en respuesta
a bacterias [186, 202, 248].

3.1. Neutrofilos sanguineos

Los neutréfilos sanguineos se pre-incubaron con un reactivo fluorescente conocido como Rhod-3
AM que marca el calcio (rojo). Cuando el reactivo entra dentro de la célula, las esterasas celulares escinden
el grupo AM, atrapando el colorante en el interior de la célula y convirtiéndolo en fluorescente. La

intensidad de fluorescencia del colorante aumenta a medida que el calcio se une.

Medimos los niveles de calcio intracelular en neutrofilos estimulados con VIH y sin estimular.
Como vemos en la figura 13A, la sefial fluorescente emitida por los niveles intracelulares de calcio estaba
incrementada después de estimular los neutréfilos con VIH en comparacién con los neutréfilos sin
estimular. La cuantificacién de esta sefial mostr6 un rapido incremento de los niveles de calcio en los 5
primeros minutos tras la exposicion al VIH, generando un pico de méaxima sefial a los 20 min,

aproximadamente, que se mantuvo en el tiempo (Fig. 13B).
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Figura 13. Induccion del calcio intracelular en neutrdéfilos sanguineos tras la estimulacion con VIH.

(A) Iméagenes representativas del incremento del calcio intracelular (Rhod-3 AM) en neutréfilos sanguineos tras la
estimulacion con VIH (verde). Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte
(aumento, 10x). Barra de escala: 100um. (B) Cuantificacién representativa del calcio intracelular en neutréfilos
sanguineos estimulados con VIH (circulos) o sin estimular (triangulos).

Como control adicional para confirmar que la estimulacion con VIH era responsable de este
incremento del calcio intracelular detectado, incubamos los neutréfilos con BAPTA, un quelante de calcio,
antes de exponer los neutréfilos al VIH. Como se observa en la figura 14, el tratamiento con BAPTA redujo
significativamente los niveles de calcio intracelular en ausencia de VIH, y abolié por completo la sefial de

calcio citosolico en respuesta a VIH.

Bl Sin inhibidor

= ?D 6x10°—
5 g ¢ H BAPTA
0 —
o
8 = 4x105-
£ & -
.; S .
£ 8 2x10°+ 'I‘ o
=3 B @
2 E 0-
g

Control VIH

Figura 14. BAPTA bloquea la sefial de calcio intracelular en neutrofilos estimulados y sin estimular.

Comparacién de los niveles de calcio intracelular en ausencia (negro) o presencia (gris) de BAPTA en neutrofilos
sanguineos sin estimular y estimulados con VIH (5 min de estimulacidn). Se aplico el test de Wilcoxon. *p<0.05.
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El siguiente paso fue comparar los neutréfilos sanguineos de mujeres premenopausicas frente a los
de mujeres postmenopdusicas. Los neutréfilos sanguineos de mujeres premenopausicas incrementaron
significativamente los niveles citosolicos de calcio 5 min después de la estimulacion con VIH en
comparacion con la condicion control, y esta diferencia se mantuvo significativa a los 15 min (Fig. 15A,
circulos negros). De manera contraria, los neutrdfilos sanguineos de mujeres postmenopausicas no
incrementaron significativamente los niveles de calcio intracelular hasta 15 min después de la estimulacién
con VIH, mostrando ademas un incremento menor sobre la condicion control que los neutréfilos de mujeres
premenopausicas (Fig. 15A, circulos blancos). A continuacion, investigamos si este incremento del calcio
intracelular tras la estimulacién con VIH se veia afectado con la edad tras la menopausia. Detectamos una
significativa correlacion negativa entre el incremento del calcio intracelular en respuesta al VIH respecto a

los neutrofilos sin estimular con la edad de las mujeres donantes (Fig. 15B; r=-0.44; p=0.04).
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Figura 15. El envejecimiento compromete la respuesta de calcio a la estimulacién con VIH.

(A) Cuantificacion de los niveles intracelulares de calcio en neutréfilos de mujeres pre (n=11; negro) y
postmenopausicas (n=6; blanco) tras 5 y 15 min de estimulacién con VIH. Se aplico el test de Wilcoxon. (B)
Correlacion entre la edad y el incremento del calcio citosélico tras 5 min de estimulacion con VIH. Se aplico la
correlacion de Spearman r unilateral. *p<0.05; ***p<0.001.

Para determinar si los niveles de calcio citosélico estaban asociados con la liberacion temprana de
NETSs, cuantificamos los NETs liberados en los primeros 15 min de estimulacién con VIH vy los
correlacionamos con el incremento en los niveles de calcio tras la estimulacién sobre los niveles de calcio
de los neutrofilos sin estimular. Como vemos en la figura 16A, la representacién de estos datos mostro una
significativa correlacion positiva entre la liberacion temprana de NETs y los niveles intracelulares de calcio

tras la estimulacion con VIH (r=0.54; p=0.03).
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Este resultado sugiere que los niveles de calcio intracelular median la liberacion temprana de NETs
en las mujeres mas jovenes. Para demostrar esta hipétesis, cuantificamos la liberacion de NETs en presencia
de BAPTA en neutrofilos sanguineos de mujeres pre y postmenopausicas, y detectamos una reduccion
significativa de los NETs liberados a tiempos tempranos en respuesta al VIH Gnicamente en mujeres
premenopausicas (Fig. 16B; mediana de reduccion del 53% a los 15 min); sin embargo, en mujeres
postmenopausicas detectamos un retraso en la reduccion de la liberacion de NETS, que fue significativo a
tiempos tardios (Fig. 16B; mediana de reduccion del 59% a las 2 h). Estos datos demuestran que la
liberacion temprana de NETS en los neutrdfilos sanguineos de mujeres premenopausicas se desencadena
tras un incremento en los niveles intracelulares de calcio, pero esta respuesta se retrasa en mujeres

postmenopausicas.
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Figura 16. La liberacion temprana de NETs inducida por VIH es dependiente de calcio.

(A) Correlacion entre la liberacion temprana de NETs y el incremento en los niveles intracelulares de neutréfilos
sanguineos tras 5 min de estimulacion con VIH. Se aplic6 la correlaciéon de Spearman r bilateral. (B) Porcentaje de
reduccion de los NETs inducidos por VIH en presencia de BAPTA en neutrdfilos sanguineos de mujeres
premenopéusicas (negro) y postmenopausicas (blanco). Se aplicé la prueba t de una muestra. *p<0.05.

Para determinar si el incremento del calcio citosélico en respuesta al VIH era el resultado de un
reconocimiento del VIH a través de los TLRs endosomales, medimos los niveles del calcio intracelular en
los neutrofilos sanguineos estimulados con VIH y previamente tratados con inhibidores de TLRs.
Curiosamente, no observamos cambios significativos en los niveles del calcio intracelular en ausencia y
presencia de los inhibidores de TLR7/9 (Dual iODN), TLR7 (ODN 20958) o TLR8 (CU-CPT9a) cuando
estimulamos los neutrdéfilos sanguineos con VIH (Fig. 17A), indicando que el incremento de calcio no es

desencadenado a través de los receptores endosomales tras el reconocimiento del virus.
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Ademas del reconocimiento del ARN viral a través de TLRs endosomales, la envoltura del VIH
puede ser reconocida por las células a través de los receptores clasicos de VIH (CD4, CCR5 y CXCR4) o
de inmunoreceptores (receptores Fc o del complemento, que reconocerian el VIH tras ser opsonizado por
anticuerpos o moléculas del complemento, respectivamente). Para determinar si el aumento de calcio
provenia del reconocimiento de la envoltura viral, utilizamos PV-VIH que fueron modificadas para no
expresar la envoltura (VIH-Aenv). Esto nos permitié comparar los niveles de calcio de los neutréfilos tras
estimularlos con VIH en presencia y ausencia de esta estructura. Como vemos en la figura 17B, los niveles
de calcio intracelular se incrementaron significativamente en respuesta a las PV-VIH que presentaban las
proteinas de la envoltura en comparacion con los neutrofilos sin estimular, y no se detectaron cambios en
los niveles de calcio en aquellos neutréfilos que fueron estimulados con las PV-VIH sin las proteinas de la
envoltura (VIH-4env), indicando que la respuesta del calcio esta dirigida por las proteinas de la envoltura
del VIH, y no por su genoma viral de ARN.
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Figura 17. El incremento de calcio es dependiente del reconocimiento de la envoltura del VIH.

(A) Ausencia de diferencias en la sefial de calcio intracelular en neutréfilos sanguineos tratados (gris) y sin tratar
(negro) con inhibidores de TLR antes de la estimulacion con VIH. (B) Incremento del calcio citosélico en neutréfilos
sanguineos estimulados con VIH en presencia de las proteinas de la envoltura (negro) y en ausencia de dichas proteinas
(blanco). Se aplic6 la prueba t de una muestra. *p<0.05.

3.2. Neutrofilos del tracto genital femenino

Dados los resultados anteriores, investigamos la respuesta de calcio en los neutréfilos genitales.
Para ello, purificamos neutréfilos genitales, tal y como hemos descrito en materiales y métodos, y
cuantificamos los niveles de calcio intracelulares en presencia y ausencia de VIH. Como vemos en la figura
18A, se detectaron niveles muy bajos de calcio intracelular en los neutréfilos genitales tras la estimulacion

con VIH. La cuantificacion de la sefial de calcio demostré una ausencia de respuesta de calcio intracelular
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cuando comparamos los neutrofilos estimulados con VIH frente a los no estimulados (Fig. 18B). Cuando
analizamos esta sefial en varias donantes (n=4), no detectamos incremento en los niveles de calcio tras
estimular con VIH (Fig. 18C). No obstante, fue destacable que, aunque la estimulacién con VIH no
incrementd los niveles citosolicos de calcio en neutréfilos genitales, estos neutréfilos mantuvieron intacta
su capacidad para liberar NETs (Fig. 18A; verde), y no encontramos ninguna correlacion entre los NETs
liberados y los niveles de calcio intracelular detectados (Fig. 18D). Adicionalmente, el bloqueo de calcio
con BAPTA no afectd la liberacién de NETSs (Fig. 18E), indicando que el calcio no es un mediador para la

liberacion de NETSs en respuesta al VIH en neutrofilos genitales.
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Figura 18. Los neutréfilos genitales no incrementan los niveles intracelulares de calcio tras la estimulacién con
VIH.

(A) Imagenes representativas de la tincion del calcio (Rhod-3 AM) en neutréfilos genitales estimulados con VIH y
sin estimular. Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x). Barra de
escala: 100um. (B) Cuantificacion representativa del calcio intracelular en neutréfilos genitales tras la estimulacion
con VIH. (C) Cuantificacién de los niveles de calcio intracelular en neutrofilos genitales tras la estimulacién con VIH
(circulos) y sin estimular (triangulos). (D) Ausencia de correlacion entre la liberacion temprana de NETs y el
incremento de calcio citosolico tras la estimulacion con VIH en neutrofilos genitales. (E) Cuantificacion de NETSs
liberados a tiempos totales (0-2 h), tempranos (0-15 min), y tardios (15min-2h) al estimular con VIH en presencia
(gris) o ausencia (negro) de BAPTA. Representacion de la mediana con rango intercuartilico. Se aplico el test
estadistico de Wilcoxon.
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Sin embargo, cuando estimulamos neutréfilos genitales con iondforo de calcio, observamos que se
producia un incremento en los niveles intracelulares de calcio superior al obtenido cuando estimulamos con
VIH, indicando que la falta de sefial de calcio en respuesta al VIH es especifica del estimulo (Fig. 19 A-B).
No obstante, estos niveles citoplasmaticos de calcio fueron inferiores que los niveles intracelulares de calcio

de los neutrofilos sanguineos tras la estimulacion con VIH.
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Figura 19. Los neutrdéfilos genitales incrementan el calcio citosolico tras la estimulacion con ionéforo de calcio.

(A) Imégenes representativas de la tincién del calcio (Rhod-3 AM) en neutrdfilos genitales estimulados con VIH y su
control sin estimulacién (15 min), y estimulados con ionéforo de calcio y su control sin estimulacién con DMSO (15
min). Barra de escala: 100 um. Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte
(aumento, 10x). (B) Cuantificacion representativa del calcio intracelular en neutréfilos genitales tras estimular con
VIH, ionoforo de calcio y sus controles.

En resumen, estos hallazgos indican diferencias fundamentales en los mecanismos involucrados en
neutréfilos sanguineos y genitales para la liberacion de NETs en respuesta al VVIH, con un incremento del
calcio intracelular, desencadenado exclusivamente en neutrofilos sanguineos, tras el reconocimiento de la

envoltura del VIH de manera dependiente de la edad.
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4. La estimulacion con VIH induce la produccion de ROS a traveés de

diferentes mecanismos en neutrofilos sanguineos y genitales.

A continuacién, investigamos la produccion de las especies reactivas del oxigeno como un posible
mediador adicional de los efectos observados, las cuales han sido implicadas en la liberacion de NETs en

respuesta a multiples estimulos, incluyendo al VIH [143, 174].
4.1. Neutrofilos sanguineos

Para visualizar y medir la produccion de ROS intracelular en presencia y ausencia de VIH, los
neutréfilos sanguineos fueron incubados con CellROX Deep Red, un reactivo permeable que se vuelve
fluorescente (rojo) cuando es oxidado por ROS a nivel intracelular. Como se observa en la figura 20A, la
estimulacién con VIH increment6 la produccion del ROS en los neutréfilos sanguineos en comparacion
con la condicidn en reposo. De acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado anterior, la estimulacion
con VIH indujo una respuesta de calcio significativamente menor en mujeres postmenopausicas en
comparacion con mujeres premenopausicas. Ademas, observamos que dicha respuesta de calcio se
desencadenaba tras el reconocimiento de la envoltura del VIH. Por lo tanto, en esta seccién, analizamos si
existen diferencias en la respuesta de ROS tras estimular con VIH entre estos dos grupos de mujeres, asi
como el papel que juega la envoltura viral. Para ello, cuantificamos la produccion de ROS intracelular en
mujeres pre y postmenopausicas tras la estimulacion con PV-VIH con y sin las proteinas de la envoltura.

La cuantificacion del ROS intracelular revel6 un incremento en su produccion a partir de una hora
tras la estimulacién con VIH en comparacién con la condicién control, tanto en mujeres pre y
postmenopausicas. Sin embargo, las mujeres premenopausicas mostraron un incremento mayor en los
niveles citosélicos de ROS en comparacién con las mujeres postmenopausicas (Fig. 20B). Ademas,
detectamos que la estimulacion con VIH sin la envoltura viral no supuso un incremento significativo de los
niveles intracelulares de ROS, mostrando unos valores similares al control o a los obtenidos en mujeres

postmenopAusicas tras estimular con el VIH en presencia de la envoltura (Fig. 20B-C).

Debido a que la produccién del ROS y del calcio intracelular parecen ser dependientes del
reconocimiento de la envoltura del VIH, investigamos si el incremento de calcio podria estar
desencadenando el incremento del ROS intracelular en respuesta al VIH. Por tanto, medimos el ROS
citosolico en los neutrofilos que fueron pre-incubados con BAPTA, y usamos DPI (un inhibidor de la
NADPH oxidasa) como control positivo para bloguear la produccién de ROS. De manera interesante,

encontramos que BAPTA redujo significativamente los niveles de ROS intracelular cuando los neutréfilos
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fueron estimulados con VIH, y esta reduccion fue de una magnitud similar a la que obtuvimos tras la

inhibicion de la NADPH oxidasa usando DPI (Fig. 21A).
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Figura 20. La estimulacion con VIH induce la produccion de ROS en neutrdéfilos sanguineos a través de las
proteinas de la envoltura.

(A) Imagenes representativas de neutréfilos sanguineos tefiidos con el reactivo CellROX (rojo) previa estimulacion
con VIH (verde). Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x). Barra
de escala: 100 um. (B) Cuantificacion representativa de la produccion de ROS intracelular por neutréfilos sanguineos
de mujeres pre (panel de la izquierda) y postmenopdusicas (panel de la derecha) en la condicion sin estimular (blanco),
o tras la estimulacion con VIH (negro) o VIH sin las proteinas de la envoltura (VIH-Aenv, gris). (C) Produccién del
ROS intracelular por neutréfilos sanguineos de mujeres pre (negro) y postmenopausicas (blanco) sin estimular y
estimulados con VIH o con VIH sin las proteinas de la envoltura. Se aplicé el test estadistico de Wilcoxon. *p<0.05.
RCU: «red calibrated units» o unidades calibradas para la sefial en rojo.
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De manera interesante, encontramos que BAPTA redujo significativamente los niveles de ROS
intracelular cuando los neutrofilos fueron estimulados con VIH, y esta reduccion fue de una magnitud
similar a la que obtuvimos tras la inhibicion de la NADPH oxidasa usando DPI (Fig. 21A).

Estos resultados sugieren que el incremento intracelular de calcio desencadena la produccién de
ROS. Finalmente, para determinar si el reconocimiento del VIH a través de TLRs endosomales induce la
activacion de NOX2 y la produccién de ROS, medimos el ROS intracelular en neutréfilos sanguineos
tratados con el inhibidor de TLR7 (ODN 20958) y de TLR8 (CU-CPT9a). Unicamente la inhibicion de
TLR7 redujo la produccion de ROS en respuesta a la estimulacién con VIH en neutréfilos sanguineos de
mujeres postmenopausicas, pero no se detectd ningin efecto en neutrofilos sanguineos de mujeres

premenopausicas 0 en mujeres (de cualquier edad) tras el bloqueo de TLR8 (Fig. 21B).
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Figura 21. La produccion de ROS es dependiente de calcio y de TLR7 en mujeres postmenopausicas.

(A) Produccion de ROS intracelular por neutréfilos sanguineos tras 2h de estimulacion con VIH en ausencia (negro)
y presencia del inhibidor de la NADPH oxidasa (DPI) o de un quelante de calcio (BAPTA) (gris). Se aplicé el test
estadistico de Wilcoxon. (B) Incremento de los niveles de ROS intracelular tras 2h de estimulacién con VIH en
presencia de los inhibidores de TLR ((VIH + inhibidor de TLRs)/VIH) en neutrdfilos sanguineos de mujeres pre
(negro) y postmenopdusicas (blanco). Se aplico el test estadistico de Mann-Whitney U. *p<0.05. RCU: «red calibrated
units» o unidades calibradas para la sefial en rojo.

Estos resultados indican que, en los neutrofilos de sangre, el incremento de calcio inducido por
VIH desencadena la produccion de ROS de una manera independiente de TLRs y preferencialmente en
mujeres premenopausicas, mientras que, en mujeres postmenopausicas, la produccion de ROS se induce

preferencialmente por una sefial inducida por VIH a través de TLR7.
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4.2. Neutrofilos del tracto genital femenino

Seguidamente, investigamos los neutrofilos de la mucosa genital. Para evaluar la produccion de
ROS intracelular, purificamos neutréfilos del tracto genital femenino tal y como describimos en materiales
y métodos, y cuantificamos la sefial de ROS en presencia y ausencia de VIH. Como se visualiza en la figura
22, los neutrofilos genitales aumentaron la produccion de ROS intracelular tras la estimulacidn con VIH en
comparacion con los neutrdfilos sin estimular, y esta sefial de ROS se detect6 a partir de los 30 min (Fig.
22B), de manera més temprana que la respuesta detectada en los neutréfilos sanguineos (Fig. 20B). Ademas,
de manera contraria a lo que observamos en neutrofilos sanguineos, la produccion de ROS no era
dependiente de la envoltura del VVIH, debido a que no encontramos diferencias en los niveles de ROS cuando
estimulamos los neutrofilos genitales con PV-VIH con y sin las proteinas de la envoltura (Fig. 22B),
sugiriendo que la produccién de ROS podria estar inducida tras la activacion de los TLR endosomales.
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Figura 22. La estimulacion con VIH induce la produccion de ROS en neutrdéfilos de la mucosa genital.

(A) Iméagenes representativas de neutrofilos del tracto reproductor femenino tefiidos con el reactivo CellROX (rojo)
con y sin estimulacién con VIH (2 h). Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte
(aumento, 10x). Barra de escala: 50 um. (B) Cuantificacion representativa de la produccién del ROS intracelular por
neutréfilos de la mucosa genital en estado de reposo (blanco), o tras la estimulacién con VIH (negro) o VIH sin las
proteinas de la envoltura (VIH-Aenv, gris). RCU: «red calibrated units» o unidades calibradas para la sefial en rojo.

En resumen, estos hallazgos apoyan la idea de que existen diferentes rutas de sefializacion en
neutrofilos sanguineos y genitales tras la estimulacion con VIH, con resultados que avalan que los
neutrofilos sanguineos responden a las proteinas de la envoltura del VIH incrementando los niveles de
calcio y la produccion de ROS de una manera dependiente de la edad, y con resultados que muestran que
los neutroéfilos genitales responden al VVIH incrementando méas rapidamente los niveles intracelulares de

ROS de una manera independiente de calcio y de las proteinas de la envoltura viral.
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5. EI' VIH es internalizado por un subconjunto de neutrofilos.

En relacién con nuestros resultados que demuestran que el VIH activa TLR endosomales en
neutrdfilos, entre otros involucrados en las respuestas de calcio y ROS, investigamos mecanismos

potenciales implicados en la internalizacion del virus.

Los neutréfilos no son reconocidos como células dianas para el VIH, puesto que no se consideran
células que expresen los receptores de VIH. Sin embargo, se demostro la existencia de un subconjunto de
neutréfilos de sangre periférica que expresaban CD4 en algunos individuos [249, 250]. Por tanto, primero
determinamos si los neutrofilos de sangre y del tracto genital femenino expresaban el receptor (CD4) y los
correceptores (CCR5 y CXCR4) para VIH. Como se muestra en el ejemplo representativo de la figura 23A,
y en mdltiples donantes (sangre: n=11; muestras del tracto genital: n=22) (Fig. 23B), no detectamos
expresion de CD4 en neutrofilos sanguineos, y la expresion de CXCR4 y CCR5 fue detectada en menos del
1% de las células. Por el contrario, en neutréfilos del tracto genital (Fig. 23A-B), el receptor de VIH (CD4)
fue detectable en un pequefio porcentaje de células (2.2%) y los correceptores (CCR5 y CXCR4) se
expresaban en un 2.6% y 10.1% de la poblacién de neutrofilos, respectivamente.

Estos resultados demuestran que el perfil de expresién para los receptores de VIH es diferente entre
los neutréfilos sanguineos y del tracto genital femenino, con una mayor expresion en los neutréfilos de la

mucosa genital.

A pesar de que los neutr6filos no son susceptibles de ser infectados por el VIH a través del receptor
CD4 y los correceptores CCR5 0 CXCR4, existen otros mecanismos que permiten la internalizacion del
VIH en las células: La transmision célula-célula entre una célula infectada y una célula diana a través del
uso de nanotubos, sinapsis o fusion de células [251, 252]; o la internalizacion a través de endocitosis
mediada por dinamina [253]. Considerando que el primer mecanismo alternativo requiere de un estado de
infeccion ya establecido, centramos nuestra investigacion en la internalizacion del VIH a través de la
endocitosis. En primer lugar, mediamos la expresion de Rab5 tras la estimulacién con VIH. Rab5 esta
involucrado en la formacién del endosoma temprano [254], el cual se ha descrito como molécula implicada

en la endocitosis del VIH en células con baja o nula expresion de receptores del VIH [255].

El anélisis con microscopia confocal revel6 que Rab5 se expresaba en un nimero bajo de
neutréfilos sanguineos, los cuales mostraban colocalizacion con la sefial verde de PV-VIH (Fig. 24A-B).
Después, analizamos la expresion de Rab5 en neutrofilos del tracto genital femenino, e identificamos un

bajo nimero de neutréfilos genitales que expresaban Rab5 (Fig. 24C).
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Figura 23. Expresion de los receptores y correceptores de VIH en neutrdéfilos sanguineos y genitales.

Deteccion de la expresion de CD4, CXCR4 y CCR5 mediante citometria de flujo. (A) Paneles representativos de
citometria de flujo para la expresion de CD4, CCR5, y CXCR4 en neutrofilos sanguineos y del tracto genital femenino.
(B) Porcentaje de neutréfilos que expresan CD4, CCR5, y CXCR4 en sangre (grafico superior) y en la mucosa genital

(grafico inferior) de multiples donantes.
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A Control (5 min) HIV (5 min)

B HIV (5 min) C HIV (15 min)

Figura 24. Expresion de Rab5 en neutréfilos sanguineos y genitales.

(A-B) Imagenes representativas de microscopia confocal (aumento, 63x) de la expresién de Rab5 (rojo) en
neutréfilos de sangre sin estimular o tras 5 min de estimulacion con VIH (corte en el plano z) (A) Barra de escala:
25 um (B) Barra de escala 50 um. (C) Imégenes representativas de microscopia confocal (aumento, 63x) de
neutrofilos genitales expresando Rab5 tras 15 min de estimulacion con VIH. Barra de escala 25 um. (corte en el
plano z).

La cuantificacion del nimero de células que expresaban Rab5 se llevé a cabo en maltiples donantes
(sangre: n=6; tracto genital femenino: n=6) y, tras el analisis de varios campos de imagenes, se determino
que la estimulacion con VIH incrementaba significativamente el nimero de células que expresaban Rab5

en neutréfilos sanguineos (5 min) y en la suspension celular de los tejidos genitales (15 min) (Fig. 25).
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Figura 25. Cuantificacion de Rab5 en neutréfilos sanguineos y genitales.

Porcentaje de células que expresan Rab5 sin estimular y estimuladas con VIH. Se aplicd el test estadistico de
Wilcoxon. *p<0.05.

Un estudio realizado con células humanas de la placenta describi6 que la dinamina estaba implicada
en la endocitosis del VIH [255]. Para determinar si la endocitosis viral estaba involucrada en la liberacion
de NETSs, bloqueamos la internalizacion dependiente de dinamina. Para ello, los neutréfilos sanguineos y
la suspension celular de los tejidos genitales fueron incubados con dynasore, un inhibidor de la dinamina,
previa estimulacion con VIH y cuantificacion de la liberacion de NETS. La inhibicion de la dinamina redujo
significativamente la liberacion de los NETs en neutréfilos sanguineos (mediana de reduccion del 77%;
p=0.03) y en neutréfilos del TGF (mediana de reduccion del 31%; p=0.05) tras estimular con VIH (Fig. 26)
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Figura 26. La inhibicion de la dinamina reduce la liberacion de NETS.

Liberacion de NETSs en respuesta a VIH en ausencia (negro) y presencia (gris) del inhibidor de dinamina en neutréfilos
sanguineos (grafico de la izquierda) y neutrofilos genitales (grafico de la derecha). Se aplico el test estadistico de

Wilcoxon. *p<0.05.

Estos resultados indican que la endocitosis del VIH dependiente de dinamina por parte de los
neutrdéfilos esta parcialmente implicada en la liberacion de NETs. Ademas, demostramos que una pequefia

proporcion de neutrofilos expresan los receptores del VIH, particularmente en el tracto genital femenino.
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6. Anexina V y lactoferrina identifican NETs proinflamatorios producidos

tras el reconocimiento del VIH a través de TLR7.

Se han descrito dos mecanismos principales implicados en la formacion de NETSs:

e Laliberacion litica de NETS, un proceso tardio (2h) y dependiente de ROS producido por
la NADPH oxidasa que implica la ruptura de la membrana plasmatica y muerte celular.
e Laliberacion no litica de NETS, un proceso rapido (a partir de los 10 min) e independiente

de ROS mediante el cual los neutrdfilos se mantienen viables al liberar NETs [193, 194].

Debido a que nuestros resultados indican que la liberacién temprana de NETs estd mediada por
calcio y por el reconocimiento del VIH a través de TLR8, nuestro siguiente objetivo fue explorar los
mecanismos que estan implicados en la liberacion tardia de los NETs. Con este fin, investigamos si la
muerte celular podria estar involucrada en dicho proceso. Para ello, usamos Cytotox, un reactivo que marca
en rojo el ADN extracelular de los NETs y que también tifie el ADN intracelular cuando la membrana
citoplasmatica estd comprometida, siendo generalmente usado para identificar células muertas o células
gue estan muriendo. Para cuantificar las células muertas, generamos una mascara que identificaba la sefial
roja cuando se presentaba en formas redondas con el area de una célula, de esta manera, excluimos de
nuestro analisis los NETSs, ya que la sefial roja en los NETs se muestra en formas irregulares y de un tamario
mayor en comparacién con el area celular (Fig. 27A). No encontramos diferencias entre el nimero de
células tefiidas con Cytotox en la condicion de neutréfilos en reposo frente a los neutréfilos estimulados
con VIH (Fig. 27A-B).

Para determinar si habia diferencias en como los neutréfilos positivos para Cytotox morian en
ausencia o presencia de la estimulacion con VIH, extendimos nuestro estudio para investigar la apoptosis
utilizando como reactivo anexina V especialmente formulada para dar sefial en rojo. Sin embargo, no
detectamos ningun neutréfilo positivo para anexina V, a pesar de que lo fuesen para la tincién con Cytotox
(Fig. 28A\), indicando que los neutro6filos no estaban muriendo via apoptosis. Curiosamente, observamos
una incorporacion diferencial de la anexina V en un subconjunto de NETSs en respuesta a VIH (Fig. 28B).
El andlisis cinético de la formacion de NETS en respuesta al VIH revelé que los NETs que incorporaban
anexina V (NETs ANXV+) eran liberados a tiempos mas tardios en comparacion con los NETs que no
incorporaban anexina V (NETs ANXV-) (Fig. 28C).
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Figura 27. Andlisis de los neutrdéfilos positivos para Cytotox en ausencia y presencia de VIH.

(A) Imégenes representativas de neutrdfilos sanguineos tefiidos con Cytotox (rojo) en la condicidn sin estimular y tras
estimular durante 30 min con VIH. Los circulos blancos muestran la mascara aplicada para cuantificar las células
positivas para la tincion con Cytotox. Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte
(aumento, 10x). Barra de escala: 50 um. (B) Cuantificacion del nimero de neutréfilos positivos para la tincién con
Cytotox en la condicién control (blanco) y tras estimular durante 30 min con VIH (negro). Se aplicé el test estadistico

de Wilcoxon.

Cuando cuantificamos el tiempo en el que los neutrofilos sanguineos liberaban los primeros NETS
gue incorporaban o no anexina V, observamos que los NETs que incorporaban anexina V se liberaban

significativamente mas tarde que los NETs que no incorporaban anexina V (Fig. 28D).

Debido a que la liberacion litica de NETs implica la disrupcién de la membrana celular, y la
liberacion no litica conserva la integridad de ésta [194], hipotetizamos que la anexina V se incorporaba en
los NETs liberados a través de mecanismos liticos al unirse a moléculas de fosfatidilserina (PS,
phosphatidylserine). La fosfatidilserina es una molécula que se encuentra en la cara interna de la membrana
celular. Cuando se rompe la membrana celular, las moléculas de PS quedan expuestas en la parte

extracelular de la membrana, permitiendo asi la union anexina V-PS (llustracion 9).
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Figura 28. Identificacion de un subconjunto de NETSs que incorporan anexina V.

(A) Iméagenes representativas de neutréfilos sanguineos tefiidos con Cytotox o con anexina V (30 min). Imagenes
tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x). Barra de escala: 50 um. (B)
Iméagenes representativas de NETSs positivos y negativos para anexina V liberados por neutréfilos sanguineos tras
estimular con VIH. Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x).
Barra de escala: 100 um. (C) Curva representativa y (D) cuantificacién de los NETs positivos para anexina V
(amarillo) y de los NETSs negativos para anexina V (verde) liberados por neutréfilos sanguineos tras la estimulacion
con VIH. Se aplicd el test estadistico de Wilcoxon. *p<0.05.
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llustracidon 9. Disposicion de moléculas de anexina V y fosfatidilserina durante la liberacion de NETSs.

Como control, usamos iono6foro de calcio, conocido por su capacidad para inducir la liberacién de
NETSs por mecanismos no liticos y a través de rutas mediadas por calcio [186]. Como se observa en la figura
29, la estimulacion con ionéforo de calcio no indujo la liberacion de NETS que incorporaban anexina V,

sugiriendo que la anexina V se incorpora en aquellos NETS liberados a partir de mecanismos liticos.

Figura 29. El ion6foro de calcio no induce la liberacién de NETS positivos para anexina V.

Imagenes representativas de neutréfilos sanguineos estimulados con ionéforo de calcio en presencia de Cytotox
(verde) y de anexina V (rojo). Imagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento,
10x). Barra de escala: 50 pm.

A continuacion, investigamos si los NETs positivos para anexina V eran dependientes de la

activacion de TLRs tras reconocer el VIH. Debido a que los NETs que incorporaban anexina V se liberaban
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a tiempos tardios, especulamos que su induccion podria ser dependiente de un reconocimiento del VIH a
través de TLR7. Cuando analizamos qué tipos de NETS (positivos o negativos para anexina V) se reducian
al bloquear TLR8 o TLR7, observamos que la inhibicion de TLR8 (CU-CPT9a) disminuyd
significativamente la liberacion temprana de NETs que no incorporaban anexina V, y no detectamos ningun
efecto de reduccion en los NETs que incorporaban anexina V (Fig. 30A). Por el contrario, la inhibicion de
TLR7 (ODN 20958) redujo significativamente la liberacion tardia de NETS positivos para anexina V, sin
mostrar ningun efecto en los NETs negativos para anexina V (Fig. 30B). Estos resultados sugieren que
TLR8 activa la liberacion de NETs a través de mecanismos no liticos, mientras que TLR7 esté involucrado

en la liberacién de NETS a través de mecanismos liticos y dependientes de ROS.

A 0 NETs ANXV- [O NETs ANXV+ B O NETs ANXV- [0 NETs ANXV+
. " ns . ns
1 105 1 105
g ® E @
IO LI T iy
2 ol T 2 :
102 Z 103
Ll I : cot ] e
E 102 @0 E 102 T @ @
'; 102 i 102
$$$1;$$$3.11? I
Z 10 210 — o
VIHVIHVIHVIH  VIHVIH VIH VIH VIHVIHVIHVIH  VIHVIHVIH VIH
+CU. +CU. +CU. +CU. +ODN +ODN +ODN. +ODN.
0-15 min 15min-2h 0-15 min 15min-2h

Figura 30. La inhibicién de TLR8 y TLR7 reduce respectivamente la liberacién de NETs negativos y positivos
para anexina V.

(A, B) Produccién de NETS positivos y negativos para anexina V tras estimular con VIH a neutrdfilos sanguineos pre-
incubados con (A) el inhibidor de TLR8 (CU-CPT9a) o con (B) el inhibidor de TLR7 (ODN 20958). Se aplicd el test
estadistico de Wilcoxon. *p<0.05.

Como parte de estos estudios, investigamos la liberacion de NETs que incorporaban anexina V por
parte de neutréfilos genitales. Curiosamente, los neutréfilos genitales apenas liberaban NETS positivos para
anexina V (en 4 de 26 muestras; 15%) y esta produccion fue significativamente més baja en comparacion
con los neutrofilos sanguineos (en 8 de 16 muestras; 50%) (Fig. 31A-B), sugiriendo que los neutréfilos

genitales liberan NETSs preferencialmente a través de rutas no liticas.
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Figura 31. Los neutroéfilos genitales liberan preferencialmente NETs negativos para anexina V.

(A) Imagenes representativas de la ausencia de NETS positivos para anexina V liberados por neutréfilos genitales.
Iméagenes tomadas mediante el sistema de microscopia fluorescente IncuCyte (aumento, 10x). Barra de escala: 150
um. (B) Comparacién de la liberacion de NETS positivos para anexina V por neutréfilos sanguineos y genitales. Se
aplico el test estadistico de Mann-Whitney. *p<0.05.

Considerando que la liberacion de NETS litica esta descrita en la literatura como proinflamatoria
[193], exploramos diferencias funcionales entre los NETS positivos y negativos para anexina V analizando
la incorporacion de lactoferrina, una proteina conocida por sus propiedades proinflamatorias y
quimioatrayentes [256]. Estimulamos neutrofilos sanguineos y genitales con VIH y determinamos la
incorporacion de anexina V 'y de lactoferrina en los NETSs a través de microscopia confocal. En los NETs
liberados por neutréfilos sanguineos, observamos que anexina V' y lactoferrina se co-expresaban en algunos

NETs, mientras que los NETSs negativos para anexina V no expresaban lactoferrina (Fig. 32A).

En los NETs liberados por neutréfilos genitales, a pesar de detectar la presencia de lactoferrina
dentro de los neutréfilos, no detectamos NETSs que la incorporasen, asi como tampoco visualizamos NETs
positivos para anexina V (Fig. 32B). Estos datos sugieren diferencias funcionales para los NETs que

incorporan anexina V [256].
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A DAPI VIH ANXV LTF Merge

Figura 32. Co-expresion de lactoferrinay anexina V en NETS.

(A) Iméagenes representativas de NETs ANXV- (arriba) y NETs ANXV+ (abajo) liberados por neutréfilos sanguineos
tras 30min-2h de estimulacién con VIH (verde). En NETs ANXV+ se observa expresion de lactoferrina y anexina V.
Imagenes tomadas mediante microscopia confocal (aumento, 63x). Barra de escala; 5 um. (B) Imagenes
representativas de NETs ANXV- liberados por neutréfilos genitales tras 30min-2h de estimulacion con VIH (verde).
Imagenes tomadas mediante microscopia confocal (aumento, 63x). Barra de escala: 10 pum.

En resumen, estos resultados demuestran que los neutrofilos sanguineos y del tracto genital
femenino liberan NETs con diferente composicion proteica en respuesta a VIH, y que la anexina V' y la
lactoferrina pueden ser usados como marcadores para visualizar los NETs que se forman a través de vias
liticas.
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Nuestro estudio demuestra que, a medida que las mujeres envejecen, las respuestas frente al VIH
por parte de los neutréfilos se ven afectadas negativamente, resultando en un retraso en la liberacion de
NETSs por parte de los neutrofilos sanguineos y de los neutréfilos residentes en el tracto genital femenino.
Ademas, demostramos que el VIH induce la liberacion de NETs de manera diferente en neutréfilos de
sangre y del aparato genital. Los neutrofilos sanguineos liberan NETs a través de mecanismos
preferencialmente dependientes de calcio, mientras que en los neutr6filos de la mucosa genital predomina
el reconocimiento del VIH mediante TLRs endosomales. Esta sefializacion diferencial supone la existencia
de distintos mecanismos subyacentes que reducen la formacién de NETs en la sangre y en los tejidos
genitales con el envejecimiento. En los neutrdfilos de sangre, el VIH falla al inducir respuestas rapidas de
calcio en mujeres a medida que avanzan en edad; mientras que, en los tejidos genitales, la sefializacion a
través de TLRs se reduce en mujeres postmenopausicas. De manera importante, nuestros resultados sefialan
que los neutréfilos sanguineos y de la mucosa genital liberan NETs con una actividad funcional diferente,
e identificamos un subconjunto de NETSs potencialmente proinflamatorios que incorporan anexina V' y
lactoferrina y que son producidos principalmente por los neutrofilos sanguineos. Nuestros resultados
indican, por primera vez, que existe una diferencia en la liberacion de NETSs en respuesta al VIH que se
atribuye al origen de los neutrdfilos y al envejecimiento, proporcionando informacién mecanistica sobre el
deterioro funcional dependiente de la edad en las respuestas anti-VIH, asi como la identificacion de nuevos
marcadores para discriminar entre NETs proinflamatorios y patoldgicos procedentes de una liberacion litica

y NETSs protectores que proceden de una liberacién no litica.

Nuestro laboratorio demostré anteriormente que los neutréfilos procedentes del tracto reproductor
femenino liberan NETs inmediatamente después de ser estimulados con VIH, y que los NETSs inactivan al
virus de manera irreversible, previniendo la infeccion de las células diana [143]. La captura e inactivacion
del VIH ha sido también descrita en neutrofilos sanguineos por otros autores y por nuestro grupo [143,
174]. Sin embargo, se desconocen los mecanismos subyacentes que desencadenan la liberacion de NETSs
en respuesta al VIH por los neutréfilos sanguineos o genitales y si este mecanismo de defensa anti-VIH se
ve afectado con el envejecimiento. En este trabajo hemos encontrado un retraso en la respuesta anti-VIH
en neutrdfilos sanguineos y genitales de mujeres postmenopausicas. La menopausia es un acontecimiento
determinante en la vida de las mujeres donde hay un pronunciado descenso de las hormonas sexuales. Sin
embargo, aunque las mujeres premenopausicas muestran niveles significativamente més altos de E2 en
plasma comparados con las mujeres postmenopausicas, los niveles de estrégenos no dependian de la edad
de las donantes. Este resultado podria ser explicado debido a dos principales motivos: Primero, los niveles

en plasma de E2 cambian a lo largo del ciclo menstrual. Los niveles de estrogenos se incrementan
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progresivamente durante la fase menstrual y proliferativa hasta alcanzar su pico antes de la ovulacion. Tras
este pico, los niveles de estrogenos caen rapidamente, con un pequefio incremento durante la fase secretora
[98]. Segundo, la variabilidad en los niveles plasmaticos de estrdgenos alrededor de los 40-50 afios podria
ser a consecuencia de la perimenopausia. La perimenopausia es el periodo de tiempo en el que las mujeres
experimentan la senescencia reproductiva. Esta transicion ocurre en mujeres entre los 40 y los 58 afios, y
se caracteriza por fluctuaciones hormonales [257]. Ademas, no encontramos una correlacion significativa
entre la liberacion de NETs en respuesta a VIH y los niveles de E2, indicando que el descenso en los niveles
de estrégenos en mujeres postmenopausicas no afecta directamente a la liberacién de NETSs en respuesta a
VIH. Por tanto, considerando que la menopausia no puede justificar los cambios producidos en la liberacion
de NETSs en respuesta al VIH en mujeres postmenopausicas, sugerimos que la senescencia celular seria
responsable de dicha reduccion. La senescencia celular es un estado celular donde el ciclo celular esta
bloqueado, lo cual significa que las células dejan de multiplicarse y de morir, mostrando un fenotipo
secretorio asociado a una senescencia proinflamatoria (SASP, senescence-associated secretory phenotype).
Se propuso que los estrégenos prevenian la senescencia celular al proteger las células de la senescencia
inducida por dafio en el ADN, y por estar involucrados en la inhibicion de rutas y proteinas involucradas
en el establecimiento de la senescencia celular [258]. Por tanto, mientras los estrogenos no pueden influir
en la liberacién de NETSs en respuesta a VIH, pueden modificar la susceptibilidad celular a la senescencia.
Nosotros proponemos que las mujeres postmenopausicas tienen un defecto en la liberacion de NETs en
respuesta al VIH debido a la senescencia celular promovida por la ausencia de estrégenos. Sin embargo,

seria muy interesante explorar el papel de otras hormonas sexuales como la progesterona.

Respecto al papel que juegan los NETS en la prevencion de la infeccion por VIH, este retraso y
reduccién en la liberacién de NETS sugiere que las mujeres mas mayores serian incapaces de responder de
forma inmediata a una exposicion viral, contribuyendo potencialmente a ser expuestas a una cantidad mayor
de particulas libres de VIH y, consecuentemente, a un incremento de ser susceptibles a una infeccién en el
tracto genital femenino. Ademaés, observamos de manera interesante que los neutréfilos genitales
procedentes del endometrio incrementaron significativamente la liberacion de NETs en aquellas mujeres
que se encontraban en la perimenopausia. Esta observacion podria ser explicada por la influencia del
ambiente tisular en los neutréfilos genitales. Se ha demostrado que la fluctuacién en los niveles de las
hormonas sexuales durante el ciclo menstrual regula las poblaciones de células inmunoldgicas y su funcién
en el aparato reproductor femenino para promover la implantacion y el embarazo. Por ejemplo, las células
T estan reguladas de forma compartimental para proteger a las mujeres de infecciones sin interferir con la
implantacion. Sin embargo, una vez las mujeres alcanzan la menopausia y el embarazo no ocurre, las células
T del endometrio experimentan cambios fenotipicos y funcionales [236]. EI conocimiento acerca de si los

neutrdéfilos genitales mejoran su funcidn de liberacion de NETs durante la perimenopausia y las diferencias
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entre los distintos compartimentos del tracto genital femenino necesitan ser considerablemente

investigadas.

De manera relevante, identificamos diferencias en como el envejecimiento impide la liberacién de
NETs en los neutrofilos sanguineos y genitales en respuesta al VIH. En el tracto genital femenino, la
sefializacidon por TLRs era la principal ruta involucrada en la liberacion de NETs inducidos por VIH en
mujeres premenopausicas, y el reconocimiento viral mediado por TLR8 (pero no por TLR7) se redujo en
mujeres postmenopausicas, resultando en un impedimento especifico de la liberacion temprana de NETS.
Por el contrario, en neutréfilos sanguineos de mujeres postmenopausicas, la sefializacion por TLR8'y TLR7
se mantiene funcionalmente conservada. A pesar de que anteriores estudios demostraron que la sefializacion
via TLR7/8 estaba implicada en la liberacion tardia de NETs en respuesta a VIH en neutrdéfilos de sangre
periférica [174] y en neutréfilos genitales [143], en este trabajo ampliamos estos hallazgos descubriendo
una participacion secuencial de TLR8'y TLR7 en la liberacion de NETs temprana y tardia, respectivamente,
dentro de un rango de tiempo de 2 h de estimulacion con VIH en neutréfilos procedentes de sangre y del
tracto genital femenino. Ademas, demostramos que TLR8 es responsable de la formacion inicial de NETs
en respuesta al VIH en neutréfilos genitales y sanguineos de mujeres postmenopausicas. La razon por la
que la sefalizacion a través de TLR8 es preferencial necesita ser determinada, pero podria estar relacionada
por una mayor expresion basal de TLR8 en comparacion con TLR7 en neutréfilos [154].

Otro hallazgo novedoso presentado en este trabajo es la demostracion de que el VIH induce un
rapido incremento en los niveles intracelulares de calcio que desencadenan la liberacién de NETs en
neutréfilos sanguineos de mujeres mas jovenes, pero esta respuesta esta completamente ausente en los
neutréfilos genitales, descubriendo una importante diferencia en los mecanismos responsables para la
formacion de NETSs en neutréfilos sanguineos y genitales. Es importante sefialar que la liberacion de NETs
en respuesta al VIH mediada a través de TLRs endosomales y la mediada a través de calcio son dos rutas
paralelas e independientes, debido a que los niveles citosolicos de calcio se mantuvieron inalterados cuando
blogueamos los TLRs endosomales previa estimulacion con VIH. Nuestros datos indican que la liberacion
de NETs mediada por TLRs era dependiente a la endocitosis del virus, a través de un mecanismo
dependiente de Rab5 y dinamina, mientras que las respuestas de calcio intracelular fueron desencadenadas
por la envoltura del VIH, sugiriendo un posible papel para los receptores del VIH CD4 y CCR5 en este
proceso. A pesar de que los neutrofilos no estan considerados células diana para el VIH, nuestros resultados
demuestran que la expresion de los receptores y correceptores del VVIH en neutréfilos sanguineos, aunque

a muy bajos niveles, es consistente con estudios previos [223, 249, 259].

Curiosamente, a pesar de observar una mayor expresion de los receptores de VIH en los neutrofilos

genitales que en los neutrofilos sanguineos, la estimulacion con VIH no indujo un incremento del calcio
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intracelular en los neutréfilos procedentes de la mucosa genital, sugiriendo que la presencia de mecanismos
que activamente suprimen las respuestas de calcio al VIH en los neutréfilos genitales. Se necesita
profundizar mas en esta &rea para descifrar los mecanismos moleculares responsables del incremento de
calcio tras la estimulacion con VIH. En algunas infecciones virales, como la del virus de la hepatitis B o el
virus del herpes simplex humano, el incremento intracelular de calcio resulta en la regulacion de las
respuestas inmunoldgicas innatas y la transcripcion de factores que ayudan a que el ciclo de replicacion
viral se lleve a cabo [260]. Se necesita investigar mas sobre si el incremento en los niveles de calcio
intracelular inducidos por VIH en los neutréfilos sanguineos juega un papel protector o esté involucrado en

la patogénesis viral.

Se han descrito dos tipos principales de liberacion de NETS: la liberacion litica, un mecanismo
tardio de liberacion de NETs dependiente de ROS que supone la ruptura de la membrana celular; y la
liberacion no litica de NETSs, un mecanismo temprano en el cual los NETs son expulsados desde la célula
sin comprometer la integridad de la membrana celular. Los NETs liticos promueven un ambiente
proinflamatorio y han sido implicados en condiciones patol6gicas de inflamacion estéril y en infecciones
bacterianas [193], mientras que la liberacion no litica de NETs se considera como un mecanismo
antimicrobiano y que ocurre en respuesta a multiples patégenos como bacterias y hongos [193, 194]. Hasta
la fecha, no existen marcadores especificos que discriminen entre estos dos tipos de NETS. En este trabajo,
identificamos dos tipos de NETS liberados en respuesta al VIH basandonos en la incorporacion de anexina
V con diferencias en propiedades funcionales y tiempo. Los NETSs que incorporan anexina V se liberaron
a tiempos mas tardios, y eran funcionalmente diferentes que los NETs que no incorporan anexina V por la
incorporacién especifica de lactoferrina, una molécula proinflamatoria que se describié previamente que
era secretada por células apoptoéticas [261]. La lactoferrina promueve la quimioatraccién de monocitos y
macrofagos, mientras que inhibe la migracién de neutréfilos y eosinofilos [256]. Considerando estos datos,
especulamos que los NETs anexina V+ proceden de aquellos neutrofilos que rompen su membrana
plasmatica para liberar NETSs, exponiendo moléculas de fosfatidilserina, las cuales se localizan en la cara
interna de la membrana en condiciones fisiol6gicas y se unen a anexina V tras la liberacion litica de los
NETSs [193, 194]. Por tanto, proponemos que la incorporacion de anexina V en los NETs es un marcador
potencial para visualizar la formacion litica de NETs con potencial proinflamatorio o patoldgico. La
distincion entre los dos mecanismos de liberacion de NETS es relevante porque los NETs han sido descritos
como un arma de doble filo: son protectores debido a su actividad antimicrobiana, pero también son una
fuente de inflamacion patoldgica que promueve el dafio tisular [262]. Hay que destacar que la mayoria de
los NETs liberados en respuesta al VIH fueron NETs anexina V-, sugiriendo un mecanismo
preferentemente no litico. Los NETs anexina V+ fueron liberados principalmente por neutréfilos

sanguineos, pero no por neutréfilos genitales, indicando que la liberacion de NETSs en respuesta al VIH en
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el tracto genital femenino no promoveria inflamacion en el tejido ni reclutamiento de las células diana para
el VIH. Estos mecanismos que previenen la formacion de NETs que inducen dafio tisular requieren un

estudio méas exhaustivo.

En general, nuestros resultados demuestran que la liberaciéon de NETs en respuesta a la
estimulacion con VIH se retrasa y disminuye progresivamente en los neutréfilos sanguineos y genitales a
medida que las mujeres envejecen. ldentificamos mecanismos de liberacién de NETSs en respuesta al VIH
gue eran independientes y que variaban segun el origen de los neutréfilos y la edad de las mujeres,
diferenciando entre la formacién de NETSs a partir del reconocimiento del ARN del VIH a través de los
TLRs endosomales, asi como el rapido incremento del calcio intracelular al reconocer la envoltura del VIH.
Especulamos que se activan maltiples vias al mismo tiempo que permiten la liberacion de NETS, sugiriendo
que este mecanismo es importante para la inactivacion del VIH. Es importante mencionar que identificamos
marcadores para los NETs proinflamatorios y demostramos que los NETSs proinflamatorios raramente son
liberados por los neutrofilos genitales, indicando un bajo dafio tisular y un minimo reclutamiento de las
células diana para el VIH en el aparato genital femenino, uno de los principales portales de entrada para el
VIH [143]. Por ultimo, el impedimento de este mecanismo antiviral en mujeres con el envejecimiento

podria contribuir a un incremento en la susceptibilidad de adquirir el VIH.
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La liberacién temprana de NETs en respuesta al VIH se reduce progresivamente en mujeres a partir
de la menopausia, lo que podria suponer un mayor riesgo de infeccion por VIH.

Los neutréfilos sanguineos y de la mucosa genital emplean diferentes mecanismos para
desencadenar la liberacion de NETSs en respuesta al VIH. Aunque tanto los neutrofilos genitales
como los sanguineos liberan NETS a través del reconocimiento del material genético del VIH por
medio de TLRs endosomales, Unicamente los neutrdfilos sanguineos emplean mecanismos de
reconocimiento de la envoltura viral que conllevan un incremento de los niveles intracelulares de
calcio. Estos resultados describen distintas respuestas ante un mismo patégeno por parte de
neutréfilos humanos de sangre y tejido, alertando que las respuestas de neutrdéfilos tisulares no
pueden deducirse a partir de modelos de neutréfilos sanguineos.

Los mecanismos que desencadenan la liberacion de NETS se ven afectados con el envejecimiento
de manera diferente en neutréfilos de sangre y de la mucosa genital. Por un lado, los neutréfilos
genitales de las mujeres postmenopausicas presentan un defecto en el reconocimiento del VIH a
través de TLR8. Este receptor no se ve afectado con la edad en neutréfilos sanguineos. En cambio,
los neutréfilos de sangre muestran una reduccién progresiva del incremento de los niveles
intracelulares de calcio en respuesta al VIH a medida que las mujeres aumentan en edad.

Los neutréfilos sanguineos y genitales responden al VIH incrementando los niveles intracelulares
de ROS. Sin embargo, mientras los neutréfilos sanguineos incrementan ROS tras reconocer la
envoltura del VIH mediante un mecanismo que se ve afectado por la menopausia, en los neutrofilos
genitales el incremento de ROS es independiente del reconocimiento de la envoltura viral.

Existe una pequefia proporcion de neutréfilos que expresan los receptores (CD4) y correceptores
(CCR5 y CXCR4) del VIH, particularmente en el tracto genital femenino.

La endocitosis del VIH mediada por dinamina esta parcialmente implicada en la liberacion de
NETSs.

La incorporacion de anexina V en NETs sirve como marcador para identificar NETS
proinflamatorios liberados a través de procesos liticos (NETs ANXV+), permitiendo diferenciarlos
de los NETs no liticos (NETs ANXV-).

Los neutrofilos genitales liberaron primordialmente NETs ANXV- en respuesta al VIH, lo que
supone un bajo dafio tisular que reduce el reclutamiento de las células diana para el VIH en el tracto

genital femenino.
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Abreviaturas

e ADN: &cido desoxirribonucleico

e AIDS: «acquired immunodeficiency syndrome» o sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
e AM: acetoximetil

e ANXV: anexina V

e APC: aloficocianina

e ARN: &cido ribonucleico

e ART: «antiretroviral therapy» o terapia antirretroviral

e AZT: zidovudina

e (Cha: fragmento del componente C5 del complemento

e CART: «combined antiretroviral therapy» o terapia antirretroviral combinada
e CD: «cluster of differentiation» o grupo de diferenciacion

e CDC: «Centers for Disease Control and Prevention» o Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades

e CLR: «C-type lectin receptor» o receptor lectina de tipo C

e CpG: dinucledtidos que contienen citosina y guanina

e CR: «complement receptor» o receptor del complemento

e DAPI: «4',6-diamidino-2-phenylindole» o 4',6-diamidino-2-fenilindol

e EZ2: estradiol

e ECX: ectocérvix

e EGFP: «enhanced green fluorescent protein» o proteina verde fluorescente potenciada

e EM: endometrio

e END: endocérvix

e Env: envoltura vira

e dsRNA: 4cido ribonucleico de doble cadena

e ssRNA: &cido ribonucleico de cadena sencilla

e DAMPs: «damage-associated molecular patterns» o patrén molecular asociado a dafios
e DMSO: dimetilsulfoxido

e DPI: «diphenyleneiodonium chloride» o cloruro de difenilenoyodonio

e EDTA: écido etilendiaminotetracético

e EMA: «European Medicines Agency» o Agencia Europea del Medicamento

e ERK: «extracellular signal-regulated kinase» o quinasa regulada por sefiales extracelulares
e Fc: fragmento cristalizable (region de la cola de un anticuerpo que interactta con receptores)
e FcR: receptor Fc (receptor que interactGa con la region de la cola de un anticuerpo)

e FDA: «Food and Drug Administration» o Administracion de Alimentos y Medicamentos
e FITC: fluoresceina-5-isotiocianato

e FMO: «fluorescence minus one» o fluorescencia menos uno

o Fw: «forward»
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Abreviaturas [N

GFP: «green fluorescent protein» o proteina verde fluorescente

GM-CSF «granulocyte-macrophage colony-stimulating factor» o factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos

GPCRs: «G protein-coupled receptors» o receptores acoplados a proteina G

H3: histona 3

HAART: «highly active antiretroviral therapy» o terapia antirretroviral altamente activa
HBSS: «Hank's balanced salt solution» o solucion salina equilibrada de Hanks

ICAM: «intercellular adhesion molecule» o molécula de adhesion intercelular

IKKe: «I-kappa-B kinase epsilon»

IL: interleucina

iODN: inhibidor de oligodeoxinucle6tidos

IRAK: «interleukin-1 receptor-associated kinase» 0 quinasa asociada al receptor de la I1L-1
LPS: lipopolisacérido

LTF: lactoferrina

MAP: «mitogen-activated protein» o proteina activada por mitégenos

MEK: «mitogen-activated protein kinase kinase» o proteina activada por mitégenos quinasa
quinasa

MMP-9: «matrix metalloproteinase 9» o metaloproteasa de la matriz 9

MPA: medroxiprogesterona

MPO: «myeloperoxidase» o mieloperoxidasa

NE: «neutrophil elastase» o elastasa de neutréfilos

NETSs: «neutrophil extracellular traps» o trampas extracelulares de neutréfilos

NIH: «National Institutes of Health» o Instituto Nacional de la Salud (EEUU)

NK: «natural killer»

NRL: «nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors» o receptores similares
al dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos

NOX2: NADPH oxidasa 2

ODN: oligodeoxinucleétidos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONUSIDA: Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA
ORF: «open reading frame» o marco de lectura abierto

PADA4: «protein arginine deiminase 4» o proteina arginina-deiminasa tipo 4
PAMPs: «pathogen-associated molecular pattern molecules» o patron molecular asociado a
patdgenos

PBS: «phosphate-buffered saline» o tampodn fosfato salino

PE: «phycoerythrin» o ficoeritrina

PEP: «post-exposure prophylaxis» o profilaxis posterior a la exposicion
P13K: «phosphoinositide 3-kinase» o fosfoinositol-3 quinasa

PKC: «protein kinase C» o proteina quinasa C
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Abreviaturas [N

PMA: «phorbol-12-myristate 13-acetate» o forbol 12-miristato 13-acetato

PrEP: «pre-exposure prophylaxis» o profilaxis de preexposicion

PRR: «pattern recognition receptors» o receptores de reconocimiento de patrones

PS: «phosphatidylserine» o fosfatidilserina

PV-VIH: particulas virales de VIH

gPCR: «quantitave polymerase chain reaction» o reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
RCU: «red calibrated units» o unidades calibradas para la sefial en rojo

RIG-I: «retinoic acid-inducible gene I» o gen inducible por &cido retinoico

RLR: «retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like receptors» o receptores de ARN tipo gen
inducible por éacido retinoico

ROS: «reactive oxygen species» 0 especies reactivas del oxigeno

Rv: «reverse»

SASP: «senescence-associated secretory phenotype» o fenotipo secretorio asociado a una
senescencia proinflamatoria

SIDA: sindrome de la inmunodeficiencia adquirida

SK3: «small-conductance calcium-activated potassium channel» o canal de potasio activado por
calcio de baja conductancia

SSC: «side scatter» o dispersion lateral

TBK1: «TANK-binding kinase 1»

TGF: tracto genital femenino

TLR: «Toll-like receptor» o receptor tipo Toll

TNF: «tumoral necrosis factor» o factor de necrosis tumoral

UNAIDS: «Joint United Nations Programme on HIVV/AIDS» o Programa Conjunto de las Naciones
Unidas sobre el VIH/SIDA

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VIH-Aenv: virus de la inmunodeficiencia humana sin la envoltura viral
VIH-NETSs: NETSs que han capturado el VIH

VIS: virus de la inmunodeficiencia en simios
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