A8

\

UNIVERSIDAD  WACIONAL AUTONOMA DE  MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“EFECTO DE LOS VIRUS DE INMUNOBEFICIENCIA
HUMANA ADQUIRIDA TIPO 1 (VIH-1) Y TIPO 2
(VIH-2) EN LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS
DEL COMPLEID MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD
CLASE | (MHC 1), EN CELULAS MONONUCLEARES
PERIFERICAS DE LA SANGRE (PBMC)”

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B 1 0o L O G O

P R E S E N T A:

GABRIELA CARAVEO PISO

DIRECTOR DE TESIS

unios
M. on C. CARMEN SOLER CLAU@,\\T‘S‘ P'f’é’,?
S = B

e

it =
v
v

FACULTAD DE CIENCIAS

UNAM 1 9 9 8

FACUTTAD 707 CIENCIAS

TESIS CON SECT i:__t:,::-—OLAR
FAUADEC W b 29237



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



«f

VNIVERZDAD NACIONAL
AVPRMA DL
MEXICO

M. en C. Virginia Abrin Batule
Jefe de 1a Divisién de Estudios Profcsionales de la
Facultad de Ciencias

Prescnte

Comunicamos a usted que hemos revisado cl trabajo de Tesis:

Efecto de los virus de immnofeficiencia humana adquirida tipo 1 (VI-1) y tipo 2
(VII-2} en la expresidn de moléSulas del conplejo mayor de histocompatibilidad clase 1
(MIC 1), en las células mononucleares periféricas de la sangre (PEMC) -

realizado por

Gabricla Caraveo Piso

con nimero de cuenta , pasante de fa carrera de

935004483

Dicho trabajo cucnta con nuestto voto aptobatorio.

Director de Tesis
Propiclatio

Propictario
Propiclario
Suplente

Suplente

Atentamente

M. en C. Carmen Soler Claudfn

Dr. Rafacl Saavedra Durdt /4% ; ‘.
Dr. Carlos Rosales Ledemma .._.:::/;,wn(

ﬂ;,ﬁ’é/)w/-—éy e

FACULTAD DE CTENCIAS
UN. A N

Dr. Beatriz Gdiez Garcia

Dr. Earigue Ortega Soto

Consejo Departamental de Biologia

Eo/ﬂﬂ /“/"-\.ﬁ'av’t-: J)
DRA. EDNA MARIA SUAREZ DIAZ

Biologfa

vk Gfr

DEPARTAMENTO
BE BIOLOGA



_r

Como bien dijo alguna vez John Lennon : " life is what happens to you while you
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INTRODUCCION
a) Vamos adentréndonos

Una de las caracteristicas mas distintivas del sistema inmune ds los
vertebrados es su habilidad para reconocer una enorme cantidad de moléculas
orgénicas Hlamadas antigenos, y asi poder distinguir entre lo no propio al animat
en cuestién y lo propio. Esta propiedad se debe a la presencia de receptores
para esos antigenos en células llamadas finfocitos, los cuales constifuyen
airededor del 5% del fotal de las células corporales. Los receptores presentes en
las dos clases mayores de linfocitos, células B y T, son similares en cuanto a su
estructura, sin embargo difieren enormemente en cuanto al tipo de antigeno que
reconocen, repercutiendo de manera importante en su funcidn. Los antigenos que
son freconocidos por los anticuerpos, moléculas proteicas producidos por las
células B, abarcan desde proteinas, péptidos, carbohidrates, lipidos, &acidos
nucleicos hasta algunos fragmenios pequefos de moléculas organicas. En
cambio, el TCR, receptor de fas células T, normaimente reconoce y por lo tanto
solo responde, a complejos formados por péptidos peguefios y un grupo de
proteinas codificadas por el complejo mayor de histocompatibilidad (moléculas
MHC) (1).

b) Inmunidad celular

La respuesta inmune generada por las células B ante la presencia de un
antigeno se conoce como respuesta humoral, ya que invokicra la produccion de
anticuerpos, los cuales se encuentran en la circulacion. En cambio la respuesta

inmune dependiente de las células T antigeno-especificas y de otros tipos de



celulas no especificas del sistema inmune como los macréfagoes, se conoce como
respuesta inmune celular, ya que involucra la destruccion del patégeno por medio
de la interaccion directa con éstas células, fas cuales posteriormente producen
otre tipo de proteinas, entre ellas las proteinas solubles llamadas citocinas (2).

Es precisamente la inmunidad celular ia que nos interesa en este estudio y de

la que hablareé en seguida.

El proceso de maduracion de las células T se lleva a cabo en un 6rgano
linfoide conocido como timo. Ahi, las células T indiferenciadas terminan su
desarrollo para formar dos grupos celulares de acuerdo a la presencia de los
receptores CD4 y CDB8: células T CD4+ CD8- y células T CD8+ CD4-. Una vez
gue las células T se han desarrollado en el timo, entran en una constante
recirculacion entre la sangre y los organos linfaticos periféricos hasta el momento
en el que se "topan " con un antigeno. Para que éstas células todavia “virgenes”
puedan tener una respuesta inmune adaptativa, tienen que ser estimuladas por el
antigeno para que asi proliferen y se diferencien en células efecloras capaces de
remover & los patdogenos.

Existen dos sefiales principales que activan a una célula T para que adquiera
su actividad efectora (3). Una de elias es la proporcionada por la interaccion del
complejo péptido antigénico-molécula MHC que se encuentra en la célula
presentadora, con el receptor de las células T (compiejo TCR-CD3) vy la proteina
membranal CD4 o CD8 segun sea el caso en ef linfocito T y la segunda sedial,
considerada como coestimulatoria, es la proporcionada por la interaccion de la
glicoproteina B7 que se encuentra en la célula presentadora y la proteina CD28
de las células T. Existen olras moléculas involucradas que ayudan a que se
estabilicen estos complejos, como es el caso de las molécutas de adhesion. Estas
moléculas son principaimente de la familia de las integrinas y de la superfamilia
de las inmunoglobulinas: LFA-1, CD2 e ICAM-3 en [a célula T e ICAM-1, ICAM-2,
LFA-1 y LFA-3 en la célula presentadora (Fig.1). Las células presentadoras, es
decir fas células capaces de expresar las moiéculas B7 y fos complejos MHC-
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peptido para pressntar los péptidos antigénicos son las células dendriticag,
macrofages y célutas B.

La importancia de las moléculas involucradas en el proceso de sefiglizacion
es tal, que la ausencia de alguna de eilas ademas de impedir la activacion de las
celulas T como ya se habia mencionado, puede llevar incluso, a un estado
angergico de las células T (lo que ocurre cuando el receptor de una célula T entra
en contacto con el complejo péptido-MHC sin tener Ia segunda sesfal
proporcionada por las moléculas coestimulatorias) (4). .

Se sabe que uno de los mecanismos de accién inducido por este tipo de
sefales es la regulacidn de |a expresion de factores como la interleucina 2 {IL-2),
la cuat fomenta la proiiferacion, asi como la diferenciacion de las células T hacia
efectoras (5). Asi, cuando se dan ambos tipos de sefales, se producen una serie
de factores de transcripcion antre los cuales estan NF-AT, AP-1 y NF-kb. NF.AT
Se une a la regién del promotor del gen de IL-2 para que se active |a transcripcién
del mismo. Por efecto de fa sedal co-estimulatoria se estabilizan los mRNA de
esta citocina que por fo general tiendeh a ser muy inestabies en su region 3' (E}.
Esto genera un incremento en la produccion de iL-2 de hasta 100 veces . Por otro
lado, Ia sefial co-estimulatoria promueve la sintesis de la cadena o del receplor

para IL-2, lo cual incrementa de manera considerable su afinidad hacia IL-2 (7).

Por su funcionalidad, las células efectoras se dividen en dos categorias
principales: Células cooperadoras y Células T citotoxicas . La induccién hacia
una u oira categoria estd determinada por of tipo de péptidos generades en la
célula presentadora (lo cual es un refiejo directo del tipo de patdégena). Aguellos
péptidos antigénicos derivados de patdgenos que se multiplican en vesiculas
intracelulares, o aquellos péptidos derivados de la ingestidn de bacterias
extracelulares y toxinas se unen a moldculas MHC Clase 1l y son detectados por
células cooperadoras ¢ lo que es lo mismo, células T CD4 + {2). A su vez, las

células cooperadoras se clasifican en dos grupos: Th1 y Th2. Esta clasificacién



esta basada en el tipo de citocinas qus estas producen y consscuentemente en el
tipo de respuesta inmune gue generan.

Las células Th1 producen citocinas como : IL-2, IF v y TNF-B, las cuales
promueven la activacion de los macrofagos, elementos primordiales dentro de la
respuesta inmune celular, La activacion de las propiedades microbicidas de los
macrofagos son las que inducen a las células B a secretar anticuerpos IgG
efectivos en la opsonizacion de patdgenos extracelulares,

Las células cooperadoras Th2 en cambio, secretan interleucinas tales como IL-
4 e IL-5 que actlan directamente en las células B promoviendo la secrecidn de
anticuerpos tales como igM, los cuales sirven de estimulo para la produccion de

diferentes isotipos de Ig como IgA , IgE, asi como anticuerpos neutralizantes o
subtipos de 1gG capaces de opsonizar (8,9).

Las células T citotéxicas, correspondientes a la segunda categoria de
celuias efectoras, son generalmente células T CD8+ (aunque se ha visto que
ciertas celulas T CD4+ pueden presentar actividad citotéxica también) (11), que
como o indica su nombre, son capaces de matar células. Esto (o hacen gracias al
reconocimiento de los complejos formados por jos péptidos derivados de los
paldgenos que se mutiplican en el citoplasma de l1a célula y las moléculas MHC
clase | de la céluia infectada (2).

Una vez que el linfocito T CD8+ ha reconocido a la célula infectada, &l
principal mecanismo que usa para matar a su blanco es mediante la liberacién,
dependiente de calcio, del contenido de los granulos liticos . Estos granulos son
lisosomas que contienen al menos dos clases de citotoxinas que se encuentran
en su forma inactiva cuando son almacenadas, Una de eilas es la perforing,
proteina que se polimeriza formando poros en la membrana de la célula blanco; y
la ofra clase, comprende al menos tres clases de proteasas Hamadas granzimas.
Una vez formado el poro por la perforina, 1as grazienzimas penetran a la célula
blanco, activando una cascada de enzimas involucradas en eventos de
apoplosis, también puede ocurriv que se active la via gpopldtica desde la
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superficie celular mediante el ligando de Fas (2). Posteriormente, las células que
llevan a cabo una muerte celular programada, son fagocitadas répidamente por
celulas fagociticas que se encuentren alrededor {Fig.2).

Algunos linfocitos T CD8 +, ademas de Ia capacidad para matar a su célula
blanco, pueden liberar citocinas tales como |FN v, TNF a y TNF 8. Et IFN y por
ejemplo, actia directamente de las siguientes formas: inhibiendo la replicacién
viral, induciendo a la expresién de moléculas MHC clase l, reduciendo Ia
concentracion de triptofano intracelular, “matando de hambre * a parasitos
intracelulares, y activando macréfagos ya sea para que estos actlien como células
presentadoras ¢ bien como células efectoras (12).

Una vez que el antigeno ha sido presentado a las células T virgenes por ias
correspondientes células presentadoras, se produce una respuesta inmune
primaria, asi como también se genera una respuesta inmunoidgica de memoria

que provee proteccion para infecciones subsecuentes con el mismo patdgeno (2).

¢) ¢ Qué son las molécutas MHC clase | ?

Las llamadas moléculas MHC son glicoproteinas integrales de membrana,
cuya funcién es presentar péptidos a los linfocitos T para que éstos puedan
delectar la presencia de un antigeno en el cusrpo y asi eliminarlo (2),

Existen dos tipos de moléculas MHC, las moléculas MHC clase | y fas MHC
Clase Il. En cuanto a su estructura, ambas moléculas son similares va que tienen
dominios extracelulares que forman un surco, el cual presenta a los fragmentos
peptidicos durante !a sintesis y ensamble de las moléculas MHC dentro de la
celula; sin embargo, las diferencias mas importantes entre ambas, radican en |3
fuente de la cual provienen los péptidos. El origen de los péptidos de unidn a las
moléculas MHC ciase | es citosolico {provenientes de la via endogena), mientras
que el origen de los péptidos de unién a las moléculas MHC clase || son

extracelulares y de proteinas de membrana (provenientes de |a via exogena) (1),



Las moléculas MHC clase | se encuentran presentes en todas las células
nucleadas. Estén formadas por dos cadenas polipeptidicas asociadas no
covalentemente: una cadena grande (45 KDa) o, formada por tres dominios ( o 1,
a 2y o 3, éste dltimo contiene la parte transmembranal que la ancla a la
membrana) y una cadena pequefia p2m formada por un solo dominio (Fig.3). La
cadena o esté codificada por los genes A, B y C del complejo mayor de
histocompatibilidad localizados en el cromosoma 6; sin embargo, p2m, la cadena
ligera (12KDa), esta codificada por olros genes focalizados en un cromosoma
diferente. La asociacion de ambas cadenas junto con el péptido, es indispensable
para la expresion de moléculas MHC clase | en la superficie celular (2).

Los péptidos que presentan las moléculas MHC Clase | son aquéllos
provenientes de virus y aigunas bacterias e incluso protozoarios como
Plasmodium. A grandes rasgos, una vez en el citoplasma, las proteinas
antigenicas son conducidas hacia un complejo multicatalitico llamado proteosoma.
Debido a su actividad de proteasa, el proteosoma degrada a las proteinas para
que asi los peptidos generados sean translocados mediante una proteing lamada
TAP (heterodimero formado por las cadenas TAP 1 y TAP 2) hatia el reticulo
endoplasmético. Cuando el péptido se une a la molécula MHC clase |, existe un
cambio de conformacién tal en ésta Ultima, que todas las chaperoninas
previamente asociadas a éstas asi como fa misma proteina TAP, liberan al
complejo MHC clase |-péplido, para que éste sea exportado hacia la superficie
celular. Esta via citosélica es conocida como via enddgena (2) (Fig.4).

La longitud de los péptidos que presentan es generaimente de 8-9
aminoacidos, cuyos extremos amino y carboxilo quedan "oculios” en el surco de la
molécula MHC clase 1. Existen puntos criticos de unién entre el péptido y la
molécula MHC clase |. En el peptido estos puntos criticos reciben el nombre de
aminoacidos de anclaje, los cuales generalments estan zonstiluidos por
aminoacidos arométiccs como fenilalanina localizados en ‘@ posicién 2, y
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aminoacidos hidrofobicos tales como valina, leucina o isoleucina iocalizados en fa
posicion 9.

En la molécula MHC clase 1 los punios criticos son conocidos como “motivos”
(2). Esto es importante en el sentido de que la presencia de estos "motivos "
determinara la afinidad de un péptido por e! otro, para asi ayudar a ia
estabilizacién de estos complejos, y por lo tanto a una eficiente respuesta por
parte del linfocito T (1).

Ahora bien, la abundancia de complejos MHC clase |-péptido, asi como la
estabilidad de éstos complejos (definida en gran parte por la secuencia peptidica),
son determinantes en 1a intensidad de la respuesta de fa céluta T madura (1),

Es imporiante sefialar que la abundancia de los complejos MHC clase |-péptido
depende de |a cantidad de moléculas MHC clase | expresadas, las cuales a su
vez dependen tanto del tipo celular como de la produccidn de ciertas citocinas.
Asi por gjemplo, las células B del sistema inmune, generalmente expresan una
mayor cantidad de éstas moléculas en comparacidn con las células del higado.
Por otro lado, en cuanto a las citocinas, se sabe que interferdn y asi como TNF o

estimuian |a expresion de estas moléculas (2).

d) Citometria de flujo

El citémetro de flujo o FACS (de! ingles “Fluarescence activated cell sorter”.es un
instrumento comunmente utilizado en inmunologia ya que ayuda a analizar con
base a la intensidad de fluorescencia emitida por el anticuerpo marcado,
subpoblaciones de células las cuales generalmente son linfocitos. A grandes
rasgos, una poblacion compuesia de varios tipos celulares es marcada con un
anticuerpo conjugado a un flucrocromo y especifico para la poblacién de células
gue deseamaos separar. Una vez marcadas las células, se colocan dentro de la
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camara del citdmetro. Las células son succionadas, gracias a un vibrador a base
de laser que genera microgotas, tada una de ellas conteniendo una sola célula.
Las gotas pasan a fravés de un rayo laser que excita al fluorocromo. La

intensidad de la fluorescencia emitida por cada gota es registrada en un detector
el cual envia la sefial a un osciloscopio. Aquellas gotas qus emiten luz
fluorescente adquieren una carga eiécirica, la cual es directamente proporcional a
su fluorescencia. Finalmente, las gotas cargadas se separan con base a la carga
que adquirieron, gracias a unas placas de deteccion. (Fig. 5).

Para poder analizar una muestra con base a algun paradmetro,
independientemente del que este sea, se tienen gue correr ciertos controles cada
v&Z que se iee en el citometro.

El primer control que se analiza es el negativo, es decir, la muestra due no se |e
adiciona anticuerpo. Este control sirve para dos cosas muy imporiantes; por un
lado, para damos cuenta de la autoflucrescencia que presentan las células y
consecuentemente ajustarla de tal manera que esta sea la menor posible con e
fin de gue no interfiera con la fluorescencia de cada uno de los anticuerpos en
cuestion. Segun el tipo de fluorocromos que estén conjugados al anticuerpa, son
los canales de fluorescencia en los que se va a detectar 1a fluorescencia emitida,
El canal FL-1 detecta la fluorescencia emitida por la excitacion de fluorocromos
tales como la fluoresceina que emiten a 515nm (su rango comprende de 500-
550nm). El canal FL-2 en cambio, detecta fa fluorescencia emitida cuando
fluorocromos tales como la ficoeritrina se excitan y emiten a 585nm (su rango
comprende de 500-550). Finalmente, el canal FL-3 detecta flusrescencia entre
640 y 680 nm aproximadamente, de fluorocromos tales como Trycpler (TC).

Por el ofro tado, el control negativo sirve para analizar a las células con base a
su tamafio y granularidad, esto nos permite identificar subpopfeciones celutares,
asi como también la presencia de defritus celulares dentro del mismo cultivo. Este

analisis es importante ya que con la formacion de una ventana (‘region “ en el
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FACS) se puede establecer la poblacin celular de interés para analizar a lo largo
del estudio desde un principio.

Ahora bien, el tipo de fluorocromos empleados no solamente determina los
canales de fluorescencia en los cuales se va a leer, sino que ademés determina
los controles necesarios para fa compensacion.

La compensacién, la cual se tiene que llevar a cabo cada vez que se lee en e
citometro, consisle en incorparar controles positivos para cada uno de los
anticuerpos conjugados que se emplean en el experimento y de manera
independiente. El objetivo de ésta consiste en calibrar al citometro con base a los
fluorocromos empleados, para evitar que (a fluorescencia emitida por cualquiera
de estos interfiera con alguno de los otros fluorocromos, evitando de esta manera,
cualquier posible artefacto a! momento de correr las muestras con los ires
fluorocromos juntos.

Una vez realizada la compensacion, se procede a analizar cada una de las
muestras problema.

g)¢ Quéesel VIH?

El virus de inmunodeficiencia humana o ViH es un refrovirus que perienece a
la subfamilia de los lentivirus. Esto quiere decir que es un virus diploide de RNA
que liene la habilidad de integrar su material genético en la célula del huésped y
te presentar un largo periodo de latencia.

El genoma de VIH contiene alrededor de 9,000 pares de bases que codifican 9
genes. Los extremos 5' y 3' de éste los delimitan unas secuencias conocidas
como LTR ( "long terminal repeats *), las cuales son necesarias {anto para la
integracién del virus al genoma de la célula, asi como también para la unidn de

proteinas regulatorias que controlan la expresion viral.
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Ef ViH comparte con otros retrovirus tres genes principales: gag, pol y env. El

gen gag codifica proteinas estructursles de la capside, pol codifica para las

enzimas involucradas en {a replicacidn y en |a integracién viral, y finalmente env,

codifica para las proteinas de la envoltura. El resto de los genes caracteristicos

de ViH tienen propiedades reguladoras y se pueden rasumir en la siguiente tabla

GEN

FUNCION

tat (fransactivador)

Regulador positiva de 1a transcripcion

rev (regulader de la expresion viral )

Permite la exporiacion del nucleo de
ios RNAMm sin procesar.

vif ( infeccidn viral )

Afecta la infectividad de las particulas;

ayuda a que se ensamblen los viriones.

vpr {proteina viral R)

Regulador positivo de la transcripeion,

aumenta fa produccion de viriones,

vpu { proteina viral U)

Solamente lo posee & VIH-1; controla
la expresion de CD4.

nef (factor de regulacion negativa )

Aumenta Ia replicacion viral tanto in
vivo como in vitro; contrcla la expresidn
de CD4,

£l VIH entra a las células gracias a un complejo no covalente de glicoproteinas

gue posee en su envoltura denominadas gp 120 y gp 41 codificadss por el gen

env, las cuales reciben ese nombre debido a su peso molecutar. gp 120 se une

con gran afinidad a CD4 en 'a superficie de células tales comp liffocitos T CD4+y

macréfagos, ademas gp 120 contiene un dominio en 1a region ¥3 que determina

el tropismo del virus hacia determinados tipos celulares.
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En cambio, la gp 41, regula ia fusién de Ia envoltura viral con la membrana
pfasmatica de la célula, permitiendo fa entrada del genoma asi como de las
proteinas virales al citoplasma,

Ademas de CD4, existen otras moléculas que funcionan como co-receptores
en la célula y que de igual manera determinan (a fusién asi como la entrada del
virus hacia la misma. El tipo de co-receptor empleado por el VIH depende del
tropismo del mismo. Asi por ejemplo, los virus que son linfotrdpicos utilizan como
co-receptor a la fusina (receptor acoplado af complejo de proteina G) presente en
los linfocitos T CD4 +, mientras que los virus macréfago-tropicos utilizan al
receptor CCRS presente en macréfagos, que une a quimiocinas CC como
RANTES, MIP 1 oy MIP 1 B (13).

Existen varias evidencias que indican que los aislados de VIH macréfago-
trépicos se transmiten preferentemente par contacto sexual, siende este fenotipo
viral dominante en individuos recién infectados. El virus es diseminado a partir de
un reservorio inicial de macré“3qos infectados en mucosas de tejido linfitico. Mas
tarde en la infeccion, el fenotipo viral cambia hacia VIH linfotropicos formadores
de sincicios, el cual es seguido por una répida disminucion de células T CD4 + y
una progresién hacia SIDA (14).

La infeccion inicial por VIH ocurre debide a la transferencia de fluidos
corporales de una persona infectada a una no infectada. Lo mas comdn es
contagio por relaciones sexuales, agujas contaminadas por usec de drogas
intravenosas, por uso terapéutico de sangre infectada en el caso de hemofilicos y
por madres infectadas que transmiten e} virus, va sea al momento del nacimiento,
mediante leche matema o bien via placenta durante ei embarazo.

La infeccidn primaria por VIH es asintomatica en la mayoria de los casos,
aunque existen algunos pacientes que desarrollan sintomas muy parecidos a
aquellos experimentados por efecto del virus de Ia influenza. En esta etapa, 1a
cual dura entre 2 y 8 semanas, existen grandes cantidades de virus libre en la
sangre periférica, asi como un pequedo decremento en células T ch4 +

circulantes. El control de ésta viremia esta asociado con la activacion de calulas T
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CDB8 +, que gracias a su respuesta eliminan a las células infectadas con VIH. Esto
reastablece los niveles de células T CD4 + y por lo tanto desencadena una
produccion de anticuerpos, llevando asi a la seroconversion. En seguida viene un
periodo conocido como fase asintomatica que puede durar entre 2 y 15 afios. Aun
cuando no se desarrolla ningln sintoma durante esta fase, el virus se encuentra
en constante replicacidén en drganos linfaticos; es por esto que fas células T CD4
+, las cuales estan constantemente combatiendo al virus, comienzan de manera
gradual a declinar hasta que eventualmente desaparecen, De hecho uno de los
parametros que ayudan a diagnosticar el SIDA en pacientes ViH infectados es ef
numero de células T CD4 +, las cuales se encueniran por debajo de las 500
células /pl en sangre periférica cuando se manifiesta la enfermedad. Debido a que
el sistema inmune estd completamente abatido durante este periodo {de hecho
todavia no esta claro si la destruccion de las células del sistema inmune se deba
a un efecto directo del virus o bien a un efecto indirecto del mismo ocasionado por
el propio sistema inmune), el paciente muere debido a infecciones oportunistas
como aguellas ocasionadas mas comunmente por Candida spp, Pneumocystis:
carinii, Mycobactenum tuberculosis, efc.

Actualmente se estima que hay 30 miliones de personas infectadas con VIH en
todo &l mundo, de las cuales 6 millones ya han muerto de SIDA en los ultimos 15
anos.
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f} Diferencias entre ViH-1 y VIH-2

La diferencia quizéds mas importante entre el VIH-1 y VIH-2 es su origen
filogenético (15). Los VIM-2 son practicamente indistinguibles de los virus de
inmunodeficiencia que infectan a los simios {SIV) tales como macacos y
"mangabey”; de hecho VIH-2 tiene la capacidad de crecer en monos, mientras que
VIH-1 no se replica muy bien en éstos (VIH-1 en cambio, puede infectar a otro tipo
de simios tales como chimpancés y monos gibon). En ese sentido es interesante
mencionar la manera en la que se descubrid VIH-2; suercs provenientes de una
cohorte de prestitutas de Senegal reaccionaron muy fuerte con proteinas de
membrana asi como de la capside de artigenos de SIV y no de igual manera con
proteinas de ViH-1, en donde aun cuando reaccionaban muy fuerte con proteinas
de la capside no reaccionaban con aqueilas de membrana.

A nivel de secuencias nucleotidicas, el genoma de VIH-2 comparte con VIH-1
entre 40-45 % de similitud, cstimandose que VIH-1 y VIH-2/SIV pudieron haber
divergido hace 50-60 afos. Existe un mayor grado de variabilidad entre VIH-1
encontrades en comparacion con VIH-2; de hecho existen 10 subtipos de ViH-1
{denominados desde la A hasta la J), mientras que de VIH-2 existen 5 (A-E,
siendo los mas comunes Ay B) (15).

L3 zona geografica en donde se han registrade un mayor nimero de casos de
gente infeclada VIH-2/SIV, considerada por lo mismo como endémica, es la costa
occidental de Africa, es decir en paises comg: Senegal, Mali, Guinea Bissauy,
Costa de Marfil y Gambia {es importante mencionar que actualmente ha habido un
brote importante en India). En cambio, casos de gente infectada con VIH-1 se

localizan en todo el mundo, incluyendo aquelios paises en los gue el ViH-2 es
endémico {15).

Otra diferencia importante radica en la eficiencia de transmision. Modelos
mateméticos estiman que 1a eficacia de transmisién heterosexual de VIH-2 es de
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5-9 veces menor que VIH-1 (14). En cuanlo a la transmision perinatal, esta
diferencia es ain mas dramatica, ya qus el riesgo de que una madre infectada le
trasmita @) virus a su hijo es de 10- 20 veces mas alta en VIH-1 en comparacion
con ViH-2 (incluso casos de transmisidn por leche materna de ViH-2 son
extremadamente raros).

Con refacion ai contenido proteico, existe una diferencia importante, 1a cual es
la presencia de la proteina vpx en VIH-2 y de vpu en el caso de VIH-1 (14} (Fig 8).
La proteina vpx se localiza justo abajo de la envoltura viral; su funcién todavia no
esta muy clara, sin embargo en el sistema SIV se ha visto que es necesaria y
suficients para el importe nuclear del complejo de transcripcion reversa. La
preteina vpu en cambio, ésta involucrada en el control de la expresion de CD4
como ya habia mencionado anteriormente, la cual, a diferencia de vpx, no tiene

una localizacion especifica dentro del virion.

En cuanto a la union celutar, parece ser que gp110 de VIH-2 tiene una menor
afinidad por el receptor CD4, en comparacion con gp120 de VIH-1 (14); quizéds en
parte esto ayude a explicar Jos bajos niveles de virus encontrades en gente
infectada con VIH-2 en comparacion con aquellos encontrados en gente infectada
con ViH-1,

Los elementos y mecanismos de transcriptasa reversa asi como de integracion
son practicamente los mismos en ambos tipos de virus, a excepcion de un par de
detalles: la especificidad de 1a actividad RNAsa de VIH-Z que parece ser 10 veces
mas lenta comparada con la de VIH-1, ademés de que ef gen de transactivacion
tat es ligeramente mas complejo en VIH-2, ya que consta de dos asas TAR,
mientras que VIH-1 tiene sclamente una,

Las proteinas de membrana son ligeramente mas pequefias en el caso de
VIH-2 , ademas de no presentar la secuencia de aminoacidos GPGR conservada
en Ja punta del asa del dominio V3 (14).
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Finaimente, otra de fa diferencias importantes es la patogénesis provocada por
ambos virus (16). Durante el pericdo asintomdtico, los individuos infectados por
VIH-2 presentan cargas virales muy bajas en comparacion con los individuos
infectados con VIH-1, ademds de que los pocos viriones VIH-2 que se logran
aislar no llegan a formar sincicios en lineas celulares linfociticas, como los
viriones VIH-1. Al parecer, la relacion TCD4+: TCD8+ no se invierte de manara tan
drastica en individuos VIH-2 infectados a diferencia de los individuos infectados
con VIH-1. En general, individuos infectados con VIH-2 tienen una menor
inmunosupresion, niveles de neoptaring y p2microbutina no tan elevados, asi
como una menor anergia en fa piel en comparacidn con los individuos infectados
con ViH-1.

Por otro lado, ain cuando los individuos infectades con VIH-2 si desarrolian la
enfermedad, el periodo de incubacion previo a la misma es por io general muy
largo (15-20 afos) comparado con VIH-1 (B-10 afios) (16). Algo importante de
sefialar es que una vez presentado el SIDA, la progresién es igual de rdpida en
individuas infectades con ViH-2 gue en aquelios infectadas con VIH-1, quizas con
la dnica observacion de que los individuos con SIDA infectados con VIH-2, son
generalmente mujeres de edad avanzada, ademés de que se detectan un menor

numerc de cascs de tuberculosis en pacientes terminales.
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9) Respuesta inmune celular en individuos infectados con ViH-1

Como ya mencioné anteriormente, los CTLs son los elementos mas
importantes dentro de la respuesta inmune celular encargados de eliminar
agentes virales {(2). Varios modeios animales, en los cuales se lleva a cabo una
transferencia de CTLs de memoria a recipientes “virgenes", han mostrado que lcs
CTLs son capaces de controlar 1a replicacién del VIH (17). De hecho se ha
observado que la infeccion por retrovirus provoca una respuesta muy fuerte por
parte de los CTLs en humancs (18), en primates diferentes a humanos {19), en
cabalios (20) e incluso en borregos (21). Por esto mismo, resulta de gran
imporiancia ef papel que juegan los CTLs dentro de la infeccion por ViH.

Dentro de las respuestas de fos CTLs contra antigenos de VIH-1, se encuentran
aquelias dirigidas principaimente a epitopos de las proteinas producidas por los
genes : gag, nef, envy pol. (27},

Désde etapss tempranas de la infeccion, existe una respuesta citoldxica, misma
que se mantiene durante el periode asintomdtico. Esta respuesta citotoxica
especifica cesa una vez que el individuo ha desarrollado sl SIDA, que es cuando-
aumenta considerablemente la carga viral, asi como el numero de células T CD
4+ infectadas (23).

Algo muy inleresante es el hecho de que pacientes infectados con VIH-1 de farga
sobrevida (con mas de 8 afos de infeccion), presentan por lo general una
respuesta vigorosa de CTLs cuando éstos son sometidos a la presencia del

antigeno in vitro (23). En si, estados clinicos favorables estan asociados con

" respuestas permanentes y especificas de CTLs (24).
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h) VIH-1y MHC

En 1989 se hicieron los primeros estudios encaminados a establecer |a posible
refacion entre Ia infeccion por VIH-1 y la expresion de moléculas MHC Clase |
(25.26). Infectando con VIH-1 (HTLV-)IIB) lineas celulares tanto linfociticas (Hela
CD4+, CEM ES5, HT y H9) como monociticas (U 937}, asi como PBMC CD8-,
ambos estudios demostraron de manera independiente, que la infeccion por ViH-1
controlaba la expresién de moléculas MHC clase 1.

Dos aflos mas tarde, se propuso que VIH-1 pudiera estar interfiriendo con algin
macanismo involucrade en la generacion ylo transporte de péptidos que
consecuentemente controlara la expresion de moléculas MHC clase | (27).

En 1998, se demostré mediante la manipulacion de cepas de VIH-1 deletadas en
hef, que tanto el control en la expresion de moléculas MHC clase |, asi como del
receptor CD4 estd mediada por fa proteina nef, fa cual estimuda ia endocitosis de
éstas moléculas de la superficie celular hacia vesiculas ciloplasméticas para
postericrmente ser ahi degradadas (28, 29, 30, 31, 32).

Para el caso de la infeccidn por VIH-2, existe un reporie (el cua!l de hecho salid
justo cuando nosotros empezabamos con el experimento), que evalud la relacién
entra la infeccion por este virus y la expresién de melécuias MHC Clase | e
fncluso no como tema central del anicwo (32). Sin embargo, ademas de que no
especifican !a cepa de VIM-2 con la que frabajaron, los andlisis por citometria de
flujo gue presentan son muy ambiguos, razones por las que decidimos ¢ontinuar

con el estudio.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

8e ha propuesto que el control en |a expresion de moléculas MHC Clase | en la
superficie celular pudiera ser una estrategia para evadir la respuesta inmune
celular. Varios agentes infecciosos como e} VIH-1, asi como ofros virus tales
como el herpes virus, adenovirus, elc (33), afectan ia expresion de las moléculas
MHC Clase |,

Si hacemos una comparacidén entre el periodo de incubacion previo al
desarrollo de 1a enfermedad o SIDA de VIH-1, el cual oscila entre los 8 y 10 afios,
y VIH-2, el cual oscila entre los 15 y 20 afos después de la infeccion, se observa
gque en los individuos infectados con VIH-2 el periodo de incubacién es
considerablemente mas protongado. Si una respuesta citoldxica efectiva es en
parte responsabie del largo periodo asintomatico observado en individuos
infectados con VIH-2 |, esperariamos una expresion igual o mas alta de moléculas
MHC clase | en fa superficie 7o células VIH-2 infectadas comparadas con las
células VIH-1 infectadas. Esto favoreceria una buena respuesta de los CTls
contra el virus y posiblemente alargaria el periodo de incubacién antes del
desarrollo de la enfermedad ¢ SIDA.

A raiz de la propuesia anterior, se plante¢ como objetivo de este trabajo,
confirmar que VIH-1 controla la expresitn de moléculas MHC clase | en PBMCs
infectados con el mismo y someler a prueba la hipdlesis de que VIH-2, en

contraste, no controla la expresién de éstas moléculas.
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METODOLOGIA

Cultivo celular e infeccién

Se aislaron las PBMCs mediante fa técnica de Ficoll-Hypagque (como lo
sspecifican las instrucciones del reactivo} a partir de 10 mL de sangre
heparinizada de cuatro diferentes donadores sanos. De cada donador se
obtuvieron ~§ +f- 1X10° PBMC/1OmL. Las células de cada donador fueron
estimuladas de manera independiente durante tres dias con filohemaglutinina
{PHA} 5 p¥mL en 10 mL de medio complelo de cultivo (RPMI 1640 + 1%
antibiético/antimicético (Gibco BRL) + SFB 20%) suplementado con interleucina 2
(1L-2) recombiante 100 unidades/mL (Becton Dickinson) a 37 °C en cajas F75.
Despues de este periodo, el nimero total de células obtenido fue de ~18 +/- 2
X10° PBMC/10mL en cada uno de los donadores; las c¢élulas sa dividieron &n
placas de 24 pozos a una cuenta de 1X10° células por pozo en 1mL de medio
completo + 100 unidades /mL de iL-2 recombiante {Becton Dickinson). Una vez
transferidas las PBMC a fa placa de 24 pozos, con la ayuda de una micropipeta
se llevo a cabo la infeccion (lo que empezamos a contar como dia 0), formando de
ésta manera cuatro diferentes grupos: 1) PBMC sin infectar; 2) PBMC infectados
con ViH-1 JRFL # 3, 3} PBMC infectados con VIH-2 p1629 y 4) PBMC infectados
con ViH-2 MS,

Los virus VIH-1 # 3 JRFL y VIH-2 p1629 son asilados primarios, macréfago
tropicos. Las infecciones con ambos tipos de virus se realizaron a 600 dosis
infectivas medias (DIM), lo que correspondit a un volumen de 100 pl/pozo de
solucién de VIH-1 + medio de cultivo y 200 nlfpozo de solucién de VIH-2 p1629 +
medio da cultivo.

La cepa viral VIH-2 MS en cambio, crece en lineas celulares monociticas (U937),

y en cuanto a las DIM, no se lograron establecer, ef Unico dafo en cuanto a
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cantidad de virus infeccioso fue el obtenido mediante ensayos de transcripcion
inversa (RT), los cuales estaban deniro de Jos valores maximos. El volimen de
solucitn formada a base de VIH-2.MS + medio de cultivo que se ahadid fue de
300 plfpozo.

Las células fueron alimentadas en una relacion de 1:1 a partir de medio de
cultivo preexistente y medio de cultivo nuevo  suplementado con IL-2
recombinante los dias de experimaniacion, es deacir, en los dias t.4,7y 14
después de haber llevado a cabo la infeccion,

Inmuncfluorescencia y citofluorometria

Enlos dias 1,4, 7 y 11 después de Ia infeccion, 1X10° células fueron tomadas de
los cultivos control asi como de aguellos infectados con VIH-1 y VIH-2, para Yevar

a cabo una tincion en dos magnitudes: tanto extracelular como intracelular. A
continuacion se describe e prolocolo experimental:

1.- 1X10° células se lavan con 3mL de PBS separando por centrifugacion a 1200
rem durante Smina 20° C,

2.- Las células se fijan con 300 ut de PFA 3% (paraformaldehido 3%) durante 15
min a una temperatura de 20 °C.

3.- Las células se lavan con 3mL de PBS-SFB 3% {buffer de fosfatos salino con
suero fetal bovino) separando por centrifugacion a 1200 rpm durante 5 min a 20 ©
c.

4.- Con el fin de llevar a cabo una fincidn extracelular, las células se incuban
durante 30 min en un volumen de 50 pl. con una dilucion 1:50 de los siguienies
anticuerpos: anticuerpo murino meonocional contra HLA humano A, B y C marcado
con ficoeritrina (CALTAG Laboratories) y anticuerpo murino monoclonal contra
CD4 humano marcado con Trycolor (CALTAG Laboratories)
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S.-Las celulas se tavan en SmL de PBS-SFB 3% separando por centrifugacion a
1200 rpm durante 5 min a una temperatura de 20° C,

€.- Posteriormente, las células se permeabilizan con 200 pL de PBS-Tween 0.2%
a 37 °C, durante 15 min.

7.- Las células se incuban durante 30 min en hielo en un volimen de 50 uL, con
una dilucién de 1: 50 de!l anticuerpo murino monocional contra p24 marcado con
fluoresceina en el caso de ViH-1 (COULTER), y con el anticuerpo murino
monoclonal contra p26 marcado también con fluoresceina en el caso de ViH-2
{American Bioproducts).

8.- Las células se lavan con 5mi de PBS-SFB 3% a 1200 rpm durante 5 min a
una ltemperatura de 20 °C.

Finalmente, las céiulas se resuspendieron en 300 uL de PBS y fueron analizadas
en el citdmetro de flujo (FACScan) mediante et programa Lysis Il {Becton and
Dickinson, del instituto Dana Farber, Bostc:., "12)
El disefio experimental considera que el anticuerpo contra VIH (tanto para tipo 1
como para lipo 2, segdn el caso), nos permite captar las células que estén
infectadas por el virus. Ei anticuerpo contra las moléculas MHC clase |
(anticuerpo murino monoclional vs HLA A 8 y C), se uso para medir a expresién
de éstas moléculas en células que estuviesen tanto infectadas como no
infectadas. Finalmente, el anticuerpa contra CD4 permite comparar la poblacion
de PBMC no infectados positiva a CD4, con la poblacion infectada con VIH. Esto
se pensd, ya que en la literatura se reportaba una expresién variable de
moléculas MHC clase 1 sequn el tipo celular; dentro de las PBMC, las células B
por ejempio, expresan una mayor cantidad de moléculas MHC Clase | que los
macrifagos, de tal manera que si hubiésemos comparade teda la poblacién de
PBMC contra las celulas ViIH-1 infectadas, podria haber generado un artefacto en
los resultados obtenidos.
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Como controt del experimento, el anticuerpo contra CD4 se adiciond también a
las PBMC control, lo cual di6 origen a resuitados inesperados muy interesantes
como se vera mas adelante

RESULTADOS

VIH-1 afecta negativamente la expresién de las moiéculas MHC clase 1 en las
células gue infecta

Lo primero que se hizo fue analizar a la poblacion de! cultivo no infectado con
base al tamanc y granularidad {Fig.7 a). Para nuestro estudio decidimos trabajar
con loda fa poblacidn celular, es decir, tanto ias células de mayor tamano y
granularidad (en donde estarian contemplados los macrofagos) como las de
menor (en donde entre otros tipos celulares se encenirarian los linfocitos). Este
mismo criterio se aplico a los cultivos infectados, ya que morfologicamente fueron
muy similares al cultive no infectado (datos que no se muestran).

Posteriormente, también del cultivo no infectado, se analizd la autofiorescencia
de las PBMC en cada uno de los canales de fluorescencia (Fig. 7 by c). Como se
observa, la fluorescencia que emiten las PBMC sin fa presencia de anticuerpo
conjugado a un fluorocromo esta dentro de los rangos basales. El control negativo
del cultivo infectado con VIH-1 mostrd un patrdn de fluorescencia muy similar al
del cultivo no infactado (datos que no se muestran}.

Para probar el funcionamiento de cada uno de los anticuerpos de manera
independiente (mismos que sirvieron como controles para ja compensacion del
citémetro), se hizo un analisis mediante *Dott Blotis" como se muestra en la figura
8
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Como control del experimento, el anticuerpo contra CD4 se adiciond tambien a
las PBMC control, lo cual di6 origen & resultados inesperados muy interesantes
como se verda mas adelante

RESULTADROS

VIH-1 afecta negativamente ia expresién de las moléculas MHC clase | en las
células que infecta

Lo primero que se hizo fue analizar a fa pobfacion del cultive no infectado con
base al tamano y granutaridad {Fig.7 a). Para nuestro estudio decidimos trabajar
con toda la poblacion celular, es decir, tanto las células de mayor tamano y
granularidad (en donde estarian contemplados los macrofagos) como las de
menor (en donde entre otros lipos celulares se encontrarian los linfocitos). Este
mismo criterio se aplico a los cultivos infectados, ya que morfolégicamente fueron
muy similares al cultivo no infectado (datos que no s& muestran).

Posteriormente, también del cultive no infectado, se analizd la autoflorescencia
de las PBMC en cada uno de los canales de fluorescencia (Fig. 7 by c). Como se
observa, la fluorescencia que emiten las PBMC sin 'a presencia de anticuerpo
conjugado a un fluorocrome esta dentro de los rangos basales. El control negativo
del cultivo infectado con VIH-1 mostré un patron de fluorescencia muy similar al
del cultivo no infectado (datos que no se muesiran).

Para probar el funcionamiento de cada uno de los anticuerpos de manera
independiente (mismos que sirvieron como controles para !a compensacion del

citémetro), se hizo un analisis mediante “Dott Blotis” como se muestra en la figura
8.
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a)

FL 2 (MHC clase i)

TFLiges

¢)

[red

FL, 2 (MHC clase 1)

A3 (€D4)

Fig.7. Gréfica en “Dot Blotts™ que muestra el tamafio (FSC) y granularidad (SSC) de las
PBMC del cultivo no infectado (a), la autofluorescencia emitida por ¢l cultivo no infectado
también, con refacion a las Moléculas MHC clase Ty VIH-1 p24 (b), v Moléculas MHC
clase I y CD4 (). '
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Es importante mencionar que en no se corrieron controles de isotipo ya que 'os
anticuerpos nunca llegaron a tiempo (sobre todo nos referimos al isotipe control
para |a deteccion de VIH-1).

Una vez que se corrieron los controles en ef citdmetro procedimos a analizar
cada uno de los cultivos tratados. El primero de eilos fue ef cultive no infectado.
La figura 9a muestra el resultado de este andlisis mediante “dot blots”. Debido a
que este cultivo no se infectd, el hecho de que la media de fluorescencia para
VIH-1 p24 no sea cero O cercana a cero, sugiere de antemano una unién
inespecifica del anticuerpo {aunque esto tendria que confirmarse con el isotipo
control). Posteriormente se analiz6 a la poblacion con refacion at tercer anticuerpo
que en nuestro caso estaba dirigido contra el receptor de superficie CD4. En Ja
figura b se puede observar como con relacion a CD4 existen dos poblacioneas:
CD4+ MHC clase |+ y CD4- MHC clase I+

Algo inferesanie que también se observa en la figura O9b es que los niveles de
expresion de moléculas MHC clase | es practicamente igual tanto en la
subpoblacion CD4+ como en la subpoblacién CDA4-.

El siguiente cultivo que se analizd fue el cultivo infectada con VIH-1. Lo primero
que se hizo fue estudiar a toda la pobtacién bajo los parametros de CO4 y
moléculas MHC clase | (Fig. 10 &). Posteriormente procedimos a analizar a toda fa
poblacion celular en términos de la expresién de moléculas MHC clase | v
antigeno p24 (Fig. 10 b). En esta figura se observa como aun cuando existe un
pegado inespecifico del anticuerpo, el cual ya se habia detectado en el cuitivo no
infectado, se distingue una subpoblacidn con una mayor intensidad de
fluorescencia en dicho eje, la cuai corresponde a la subpoblacion de PBMC
positivas a p24 o VIH-1 infectadas.

Debido a que nuestro interés radicaba en la expresion de moléculas MHC clase |

en PBMC ViH-1 infectadas, separamos a las células p24 positivas de las pld
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negativas mediante fa creacién de una compuerta o “gate” . E) haber creado esta
compuerta en el programa dei citdmetro, nos permitio analizar tanto la poblacion
de PBMC p24 negativas como la poblacion p24 positivas del mismo cultivo pero
de manera independiente. La figura 10c muestra el andlisis de las PBMC
colectadas en la compuerta R1, es decir las PBMC positivas a p24 y por [o tanto
infectadas con VIH-1, con relacion a la expresion de CD4 y moléculas MHC clase
. Todas aquellas céluias que no entraron dentra de la compuerta R1, es decir 1as
células p24 negativas del mismo cultivo que suponemos como no infectadas, se
colectaron en otra compuerta lamada R2 y fueron analizadas bajo los mismos
parametros que las células infectadas (Fig.10d}).

Con base al programa estadistico que contiene el citémetro, pudimos conocer el
porcentaje de PBMC infectadas con el virus & partir del numero de eventos p24
positivos registrados en retacién al numero total de PBMC de cada cultivo
infectado con VIH-1 en todos los donadores (1 AbLA 1),
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Tabla 1. Porcentajes de infeccion obtenidas en los cultives VIH-1 infectados
durante los dias de experimentacion en fos 4 distintos donadores probados.

DIA DONADOR
A B C D
1 e - 0 0
4 2.71 2.11 1.53 3.06
7 1.14 1.82 2.09 2.29
1 0.98 143 | 056 J 0.57

* no se reqistro e dia 1 después de la infeccion para estos donadores

Esta tabla nos dice dos cosas importantes. La primera, es que el pico d¢ la
infeccién por VIH-1 se Jogra, en la mayoria de los casos, en el dia 4 después de
realizada la infeccion, aungue incluso se podria argumentar que esto depende del
donador, ya que existe una persona (muestra C) en 1a que se detectd el pico de
infeccion 7 dias después de haber llevado a cabo ésta.

El segundo punto que llama la atencién de esta tabla son los bgos porcentajes
de infeccién obtenidos con todas ios donadores {donde el mas alo porcentaie es
de 3.06%).

Debido a que Ja tabla 1 refleja que existe un gran numero de PBMC sin infectar o
al menos p24 negativas dentro del mismo cultivo, la pregunta inmediata que
surgid fue encaminada a establecer si las célilas p24 negativas de estos cullivos
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$6 comportaban de igual manera que las PBMC de! cultivo no infectado en cuanto
a expresién de moléculas MHC clase [ asi como de CD4. La figura 11 muestra los
resultados obtenidos con base a los datos estadisticos tomados a partir de las
graficas de “Dot Blot". £n el donador A sa puede observar como ias PBMC del
cultive no infectado tienden a aumentar ios niveles de expresién de moléculas
MHC clase | al dia 7 (Io que llama Ia atencion, ya que este cultivo no estuvo
sometida a ningln estimulo), sin embargo éstos tienden a decaer al dia 11
después de la infeccién, Las PBMC negativas a p24 del cultivo infectado con ViH-
1 en cambio, presentan un comportamiento mas homogeneo en los dias 4 v 7, sin
embargo la expresién de las moléculas MHC clase t decae ligeramente al cabo
del dia 11. Las PBMC positivas a p24 tienden a expresar niveles muy semejantes
de moléculas MHC clase | durante el tiempo de experimentacién, sin embargo, los
niveles de expresion de estas molécuias estan por debajo de aquelios Qque se
expresan en las PBMC del cultivo no infectado, asi como de las PBMC negativas
a p24 del cultivo infectado con VIH-1 en los gias 4 y 7 después de la infeccion; en
el dia 11 las giferencias entre los cultivos no parecen ser significativas.

En el donador B, el cultivo no infectado presenta un comportamiento similar al de|
cultivo no infectado del donador A. La expresidn de éstas moléculas aumenta en
el dia 7 y después cae drasticamente al dia 11. Las PBMC negativas a p24 de|
cultivo infectado con ViH-1 presentan al mismo comportamiento, e incluso
parecerfa que las PBMC positivas a p24 también siguen este patron
(desgraciadamente, dehido a que el citometro tuvo un problema y se perdid la
muestra,.carecemos del dato del dia 11 para afirmar esto). Es importante hacer
notar que aunque Jas PBMC positivas a P24 parecieran seguir un comportamienio
similar al de las otras poblaciones, los niveles de expresién de moléculas MHC
clase | estan por debajo de los expresados por ellas, sobretodo en el dla 4; en el
dia 7 ésta diferencia solo se observa cuando se hace la comparacién con las

PBMC antigenc p24 negativas de! misma cuitiva ¥ no cuando se fes compara con
el cultive no infectado.
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En los donadores C y D vemos un patron de comportamiento muy similar en
todas las poblaciones analizadas, s decir en las PBMC del cultive no infectado,
en las PBMC antigeno p24 negativas asi como positivas del cultivo infectado con
VIH-1: |a expresion de moléculas MHC clase | tiende a ser constante durante los
dias 1y 4, sin embarge ésta tiende a decaer drasticamente a partir del dia 7
después de {a infeccion. A pesar de este comportamiento similar entre las
poblaciones, es interesante hacer notar otra vez, que fas PBMC antigeno p24
positivas tienden a expresar los menores niveles de estas moléculas seguidas
de las PBMC del cultivo no infectago y finaimente de las PBMC antigenc p24
negativas del cultivo infectado con VIH-1.

Todo este analisis sirvio para darnos cuenta de dos cosas: 1) gue hay un control
aparentemente inespecifico en la expresidn de las moléculas MHC clase | a partir
del dia 7 y 11 después de la infeccion ~n todos los donadores. Probabtemente
estc se deba al tiempo en cultivo en el que permanecieron estas células, ya que
mientras las céjulas han sido recién activadas (los primeros dias de
experimentacion) mantienen una expresidon de moléculas MHC clase |
relativamente alla y estable; sin embargo, conforme transcurren los dias en
cullivo, deja de haber estimulos que mantengan aclivadas a estas células,
comenzando a reducir su gasto energético, el cual se podria ver refiejado en fa
disminucidn en fa expresidn de molécuias, entre ellas las MHC clase I; y 2) que
las diferencias observadas que existen entre los cultivos control y las PBMC
antigena p24 negativas del cultivo infectado con VIH-1, probablemente se deban
a las condiciones microambientales de cada uno de ellos. El hecho de que en la
poblacién de PBMC antigeno p24 negativas del cultivo infectado con VIH-1
presente mayores niveles de expresion de moléculas MHC clase | a diferencia de
las PBMC del cultivo no infectado, podria sugerir ta liberacion de algun factor
soluble como consecuencia de la infeccidén (por ejgmplo alguna citocing), que
estuviera actuando de manera indirecta en las célulag no infectadas promoviendo

su activacion. Por esto mismo es que se pensd que mientras hubiesen PBMC
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antigeno p24 negativas en el cultivo infectado con VIH-1, éstas iban a compararse
con las PBMC antigeno p24 positivas del mismo cultivo, ya que de esta manera
nos asegurariamos de gue las condiciones microambientales a las que las PBMC
estuvieron sometidas eran exactemente las mismas, y de esla manera evitar el
‘ruido” que pudiese generar la variacion natural entre los pozos.

Efecto en la expresién de moléculas MHG clase | y CD4 debido a la infeccion
por ViH-1,

A partir del andlisis anterior, procedimos a hacer la comparacion entre las PEMC
antigeno p24 positivas y tas PBMC antigeno P24 negativas del cukivo infectado
con VIH-1 mediante histogramas durante los dias de experimentacion, como se
observa en la figura 12, Antes que nada, es importante aclarar que debido al bajo
numero de células positivas para VIH-1 y al alto ndmero de células antigeno p24
negativas del mismo cultivo, ésta escala se modificd con ayuda de un programa
del FACS, con el fin de que se pudiesen observar las diferencias mas claras entre
las PBMC positivas a p24 y las negativas a p24. La figura 12a corresponde al
primer dia después de la infeccidn, y muestra el cultivo no infectado vs la
poblacion total del cultivo infectado con VIH-1. La razon por la que decidimos
utilizar et cultive no infectado como punto de comparacidn en el dia 1 después de
la infeccién, fue debido a que no se detectaron células positivas a p24 en el
cultivo infectado con VIH-1. El cuitivo VIH-1 presenta una menor expresion de
maléculas MHC clase | (MF=202.65) en relacion al cultivo no infectado
{MF=276.2), sin embargo, pensamos que debido a que no logramos detectar
células infectadas en ese dia, la diferencia observada se deba a variaciones inter-
pozo, mas que a una falta de sensibilidad del anticuerpo para detectar bajas
cantidades de antigenoc p24, como se probd mds adelante. A los 4 dias después
de la infeccién (Fig. 12b), que para este donador corresponde al pico de la
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infeccién (3.06% de PBMC infectadas, Tabla 1), se observa que las PBMC p24
positivas, presentan una menor expresién de moléculas MHC clase | {(MF=138.8)
con relacién a las PBMC p24 negativas del mismo cultivo {(MF=249.18). En el dia
7 después de la infeccidn (Fig. 12¢), se puede observar como lodavia se ve
afectada la expresion de moléculas MHC clase | en PBMC positivas a p24
(MF=41.35), sin embargo, ef efecto por fa infeccidn en [a expresién de moléculas
MHC clase | no es muy claro, ya que las PBMC p24 negativas también controlan
la expresién de éstas molécutas (MF=82.19), lo cual se ve reflejado en una menor
intensidad de fluorescencia para éstas molécuias si lo comparamos con ia figura
12b. Finalmente a los 11 dias, vemos que las PBMC p24 positivas expresan
practicamente los mismos niveles de moléculas MHC-1 {MF=63.1) que las PRMC
p24 negativas (MF=57.52) (fig 12d).

Para probar que las diferencias observadas en el dia 1 después de la infeccion
entre el cultivo no infectado y VIH-1 se cebia a variaciones inter - pozo como ya
habiamos mencionado anteriormente, y no a una faita de sensibilidad de nuestro
anticuerpo que pudieran sugerir el aparente control en la expresidn de las
moléculas MHC clase | desde el inicic del experimento, procedimos a comparar a
toda la poblacién del cultivo infectado con VIH-1 (PBMC positivas a p24 + PBMC
negativas a p24) con el cultivo no infectado en cada uno de los dias de
experimentacion. Si la disminucién en la expresién de moléculas MHC clase | por
efecto de la infeccién por VIH-1 se viera reflejado en el balance final de la
poblacién al momento de tomar en cuenta las PBMC negativas a p24, entonces,
en los dias en los que logramos detectar PBMC positivas a p24, esperariamos un
efecto similar al observado en el dia 1 después de la infeccién, ya que cuando se
detectan PBMC positivas a p24 existe una disminucién en la expresion de
moiéculas MHC clase | en ésias células.

La figura 13 muestra las gréficas obtenidas iras haber comparade el cultivo no
infectado con toda |a poblacion del cultive infectado con VIH-1. Como se puede
observar, a excepcién del donador B en el dia 7 después de la infeccion, en los
dias 4, 7 y 11 en la mayoria de los donadores, la expresion de motéculas MHC
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clase | es por lo general mas alta o similar en el cultivo infectado con ViH-1
comparada con el cultiva control. En ofras palabras, el porcentaje de infeccion
obtenido en los cultivos infectados con VIH-1 es tan pequerio, que cualquier
cambio en el patrén de expresién de moléculas MHC clase | en células positivas a
P24 no afecta en términos globales en ef balance final al momento de tomar en
Cuenta a la poblacién de PBMC p24 negativas del misma cultivo, 1o que indica
que las diferencias observadas entre el cultivo no infectado y el cultivo infectado
con VIH-1 en el dia 1 después de la infeccién no tienen que ver con ia

sensibilidad del método, sino probablemente a la variacién inter-pozos de la cual
se habla hablade anleriormente.

No toda la poblacion positiva a p24 efectd de ta misma manera la expresion de
las moléculas MHC Clase | {tabla 2). En esta tabla podemos ver como en todos
los dias de experimentacién en [cs que se detectan PBMC antigeno p24 positivas,
existen dos subpablaciones distinguidas entre si por la media de intensidad de
fluorescencia det anticuerpo contra p24 de VIH-1: una poblacién con mayor
intensidad de fluorescencia y una con menor. Existe una correlacidon aun mas
interesante, a mayoer intensidad de fluorescencia para el antigeno p24 de VIH-1,
menor a expresicn de motéculas MHC Clase |, asi como ausencia de! receptor
CD4; no asi en la poblacion con menor intensidad de fluorescencia para el
antigeno p24 de VIH-1, en la que la expresion de moléculas MHC Clase | es
ligeramente mayor, ademas de presentar todavia el receptor CD4. Es importante
aclarar que aun cuando dentro de la poblacién positiva a VIH-1, existe una
subpoblacion caracterizada por una mayor intensidad en la media de
fluorescencia para moléculas MHC Clase |, el nivel de expresion de éstas
moleculas siempre &s menor con relacién a las PBMC antigeno p24 negativas del

cultive infectado con VIH-1 (Fig. 12) asi como con las PBMC del cultivo no
infectado.



TABLA 2. Medias de intensidad de fluorescencia de moléculas MHC clase | y

ViH-1 en PBMCs CD4- y CD4+ dentro de la poblacién antigeno p24 *.

Dias después de la|{ Poblacién CD4 |Mol&culas MHC ViH-1
infeccidon clase | {(Media de (Media de
Fluorescencia) Fluorescencia)
1 - - -
+ — —
4 _ 100.88 1106.29
+ 177.32 §25.04
7 B 3528 397.05
+ 47.42 288.92
11 - 55.37 819.56
+ 70.9 522,88

" aunque los datas corresponden al donader D, son representativos de lo que
ocurrid con el resto de los donadores.

Algo importante de aclarar es que el hecho de que haya dos subpoblaciones
dentro de la poblacién positiva a VIH-1, distinguidas entre si por la media de
intensidad de flucrescencia del anticuerpo unido al antigeno viral, ya que esta
distincion no esta relacionada forzosamente con el hecho de que exista una
poblacién gue esté méas infeclada que la otra, ya que los niveles elevados de la
rﬁedia de fluorescencia para p24 detectados, podrian concentrarse en una sola
celula o bien en un grupo de células distribuidos de manera homogenea.

Ahora bien, debido a que los resuitados anteriores sugieren un efecto colateral
en la expresion del receptor CD4 a eltas intensidades de fluorescencia para p24,
decidimos corroborar si 1o observado se debia a un efeclo en las células por la

infeccién de VIH-1, o bien se trataban de poblaciones celulares distintas a las que
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al ViH-1 estaba infectando. Para esto, decidimos con base al criterio de
morfologia mediante citometria de flujo (“forward scalter " y "side scatter”),
analizar las células antigeno p24 positivas. Si ambas subpoblaciones resultaran
ser Ias mismas bajo el criterio de morfologia (tamano y granularidad), querria
decir que se trata de una misma poblacion a la que VIH-1 estd infectando, que a
altas intensidades de fluorescencia para p24 disminuye la expresion del receptor
CD4. Si por el contrario, se tratara de poblaciones celutares morfoldgicamente
distintas, querria decir que ViH-1 esta infectando poblaciones diferentes (una gque
“naturalmente” es positiva a CD4 y otra que es negativa), lo que probablemente
estaria determinando [a facilidad para establecer la infeccion.

Los resulfades oblenidos a ralz de este analisis no fueron tan claros como
hubiéramos esperado, ya que en la poblacidn CD4+ (Fig.14b) parece haber mas
de una poblacién celular morfolégicamenie hablando: una pequena y bien
distinguida en donde probablemente estarian 10s linfocitos, y otra subpoblacién
ligeramente mas grande, menos definida en donde ée encuentran células en un
rango mas amplio de tamano y granularidad. Este mismo resultado se observa en
la fig.14c, es decir en la poblacién CD4-. Si bien es cierto que la poblacion CD4+
y la poblacién CD4- no estan integradas por una sola poblacién celular bien
definida, el hecho de que ambas poblaciones (CD4+ y CD4-) tengan las mismas
subpoblaciones en términos morfoldgicos podria sugerir un efecto de la infeccion
por VIH-1 en ia expresion de CD4.

ViH-2 estimula la expresién de meléculas MHAC Clase |

Una de las razones fundamentales por las que muy poca gente en el mundo
trabaja con VIH-2 es porgue el nimero de gentes infectadas es muy reducido

comparadas con los individuos VIH-1 infectados; esto es basicamente debido a
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que su distribucién estd restringida a un area muy pequena a nivel mundial. Esto
lo menciono, porque encontrar anticuerpos gque delecten infeccién por VIH-2 y
que ademas sirvan para citometria de flujo es muy dificil, ya que son muy pocas
(por no decir que dos) las companias que los producen. Sin embargo, logramos
encontrar un anticuerpo que medianamente funciond (mas adelante explicaré
porqué medianamente).

Lo primero que se hizo fue corroborar que el anticuerpo contra p26 de VIH-2
funcionaba, Para esto procedimos a analizar como Gnico parametro, la media en
la intensidad de fluorescencia de! anticuerpo en cuestién en cada una de las
cepas de VIH-2 probadas (MS y p1629) con relacién a ias PBMC control en cada
uno de los dias de experimentacion.

Los datos obtenidos con VIH-2 que se presentan a continuacion, corresponden
dmicamente a dos de los donadores proba-ins {C v DY ya que debido a razones de
temporales, no se pudieron probar a |os otros donadores.

La figura 15 (a-e) muestra ios resultados obtenidos (la escala en el eje de las Y
fue modificada de la misma manera que en el caso de VIH-1 y no representa el
numero de células detectadas originalmente en el citématro, ya que tuvo que ser
modificada con el fin de que los histogramas obtenidos fueran equiparables).
Como se puede observar, en el dia 1 después de {a infeccion (Fig.15a), no se
detectan PBMC VIH-2 infectados en ninguna de las dos cepas probadas con
relacion al cullive no infectado.

En el dia 4 despues de la infeccion (Fig.15b), hay un ligero desplazamiento en el
histograma correspondiente a las PBMC infectadas con la cepa ViH-2 MS hacia
una zona de mayor intensidad de fluorescencia con respecto al histograma del
cultive control, sin embargo, las PBMC infectadas con VIH-2 p1628, adn cuando
presentan un ligero desplazamiento, éste es hacia una menor intensidad de
fluorescencia con relacién al no infectado.
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Fig 15. Deteccion de VIH-2 en los cultivos: no infectados (histograma gris), VIH-2 pl629
(histograma rojo) y VIH-2 MS (histograma verde) duranteel tiempo de experimentacion (a-
d). Tincion con isotipo control en los cultives descritos anteriormente en el dia 11 después

de la infeccion (e){donador D).
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En el dia 7 después de la infeccién, no se detecta infeccion alguna en la cepa
VIH-p1629 ya que su histograma ocupa la misma posicién que las PBMC del
cultive no infectado, sin embargo, en ias PBMC infectadas con VIH-2 MS
podemos observar un alta intensidad de fluorescencia hacia p26 de VIH-2, misma
que podria ser un indicativo de un alto grade de infeccion, ya que su histograma
se encuentra desplazado précticamente en su totalidad con una mayor intensidad
de fluorescencia con relacién al histograma obtenido para las PBMG del cultivo
control (Fig15c).

Finalmente, en el dia 11 después de la infeccion (fig.15d), se observa un
desplazamiento de mayor intensidad de fluorescencia del histograma
correspondiente a las PBMC infectadas con VIH-2 p1629, asf como también en
las PBMC infectadas con ViH-2 MS. Con respecto a las PBMC infectadas con la
cepa VIH-2 MS, se observa que el desplazamiento observado de su histograma
es muy similar a aquel registrado en el dia 7 después de la infeccion.

Estos resultados indican, por un lado, que la infeccién por ViH-2 MS en ias
PBMC parece progesar durante los dias de experimentécién, hasta llegar a un
maximo en ef dia 11 después de la infeccion; sin embargo por e! otro lado, en el
caso de la infeccién por VIH-2 p1629, el anticuerpo no parece detectar infeccién
en el cultivo infectado con ViH-2 P1629 debido a las fluctuaciones discordantes

en la posicion con respecto a sy histograma y al cultivo no infectado.

Para corroborar que los desplazamientos obtenidos en los histogramas de las
PBMC infectadas con VIH-2 MS eran debido a la infeccidn detectada y no a
desplazamientos aleatorios, se introdujo un anticuerpo control. El anticuerpo
elegido fue un anticuerpo monoclonal murine vs VIH-1 p24 1Gg1; que aunque no
seria et mejor candidato debido a que también detecta infeccion por VIH, aungue
en este caso VIH-1 (normalmente se utilizan anticuerpos que no estan
relacionados con el experimento), io utilizamos ya que sabiamos de antemano
Que no tenia reaccion cruzada con VIH-2 (datos gue no se muestran en ésta
tesis), ademas de que careciamos de otro isotipo controf a nuestra disposicién en




48

ese momento. Es imporiante sefialar que lo ideal hubiese sido introducir el
anticuerpo control en cada uno de los dias de experimentacion, sin embargo, por

razones diversas no pudo ser posible sino hasta el dia 11 después de la
infeccién,

Los resultados obtenidos tras haber aplicado el anticuerpe control se muestran
en la figura 15e. Como se observa, no existe ningun desplazamiento entre los
histogramas obtenidos para cada uno de los diferentes cultivos tratades, o que
indica, si los comparamas con los resultados obtenidos del mismo dia de infeccion
{dia 11) con el anticuerpo murino contra VIH-2 p26 (Fig15d), que los
despiazamientos observados en las PBMC infectadas con VIH-2 MS muy
probablemente sean ocasionados por efeclo de la infeccion ¥ no debido a eventos

aleatorios; es decir, que la unién del anticuerpo a p26 de VIH-2 MS es especifica.

Es imporiante mencionar que resultados muy semejantes se obtuvieron con el
donador C {fig. 16 a-e). La Unica diferencia importante radica en et dia 11
después de la infeccion (fig.15d), en ta que a diferencia de! donador D en el que
el pico de la infeccion permanece, en el donador C no se detectan PBMC
infectadas con VIH-2 MS. Pensamos que éstas diferencias se pueden explicar a
través del nimero inicial de PBMC con el que comenzamos el experimento (ya
que contabamos con menos céiulas en éste donador), e incluso podria explicarse
a través de las caracteristicas genéticas de cada donador.

La tabla 3 resume los porcentajes de infeccién por VIH-2 MS para cada uno de
los donadores a io largo de los dias de experimentacion.
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TABLA 3. Porcentajes de Infeccidn en los cultivos infectados con VIH-2 MS
durante los dias de experimentacién en ambos donadores.

Dias después de la] Porcentaje de la infeccion
infeccion (%)

Donador D | Donador C

1 0 0
4 40 20

S0 50
11 ‘ 20 o

El hecho de que ho se haya podido detectar de manera eficiente la infeccion por
VIH-2 p1629, probablemente es debido a una baja infectividad de esta cepa viral.
Como sabemos, ViH-2 p1629 y ViH-1 JRFL #3 fueron inoculados a las mismas
dosis infectivas; si los porcentajes de infeccidn detectados en PBMC infectados
con ViH-1 fueron extremadamente bajos, esperariamos que también lo fueran
para ViH-2 p1629. Quizés entonces, ef anticuerpo contra VIH-2 ro es lo
suficientemente sensible para detectar bajas dosis de infeccién. No asi en las
PBMC infectadas con VIH-2 MS, en donde a pesar de que no pudimos establecer
las dosis infectivas, sabiamos de antemano, tanto por el volumen adicionado,
como por los ensayos de transcripcién inversa (RT), que el porcentaje de
infeccién era mucho mayor, lo que ayudd a que el anticuerpo pudiera detectar la
infeccién. Otra posibitidad que contemplamos es que el epilopo contra el cual
estuviera dirigido el anticuerpo fuera diferente en VIH-2 p1629, ya que VIH-2 MS
€5 un virus bien caracterizado adaptado a lineas celulares contra el cual
probablemente se origind et anticuerpo, mientras que VIH-2 p1629 es un aislado
primario (proveniente de una trabajadora del sexo de Senegal), apenas estudiado.
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Una vez probado el anticuerpo para la deteccion de VIH-2, procedimos a analizar
la expresion de moléculas MHC clase | durante el tiempo de experimentacién en
ambos donadores (Fig. 17).

En ambos donadores se observa como en las PBMC de! cultivo no infectado, las
PBMC p26 negativas y positivas del cultivo infectado con VIH-2 MS, la expresidon
de moleculas MHC clase | tiende a ser relativamente constante hasta el dia 4
después de la infeccion, sin embargo a partir dei dia 7 esta expresion decae (un
fendmeno muy similar al observado en los cultivos infectados con VIH-1); sin
embargo, se ve muy claramente como aun cuando todas las poblaciones
celulares siguen la misma cinética a través del tiempo de la infeccién, las PBMC
positivas a p26 presentan una mayor expresion de moléculas MHC clase |
(siempre y cuando se detecten células positivas a p26) en comparacién con fas
PBMC negativas a p26 y a las PBMC del cultivo no infectado. Algo interesante
que se observa es que al igual que en la infeccién por VIH-1, las PBMC negativas
a p26 del cultivo infectado con VIH-2 MS expresan por lo general mayores
cantidades de maléculas MHC clase | en comparacién con fas PBMC del cultivo
no infectado, lo que podria sostener la hipdtesis previamente planteada en la que
fa infeccion por VIH estuviera causando la liberacién de alguna citocina que
repercutiera indirectamente en las células de la periferia p26 negativas.

Una vez probado el anticuerpo para la deteccion de VIH-2 | procedimes a hacer
la comparacion entre las PBMC infectadas con VIH-2 MS y las PBMC que no se
lograron infectar del mismo cultivo en cuanto a la expresién de moléculas MHG
Clase l.

En el dia 1 después de la infeccion (Fig.18 a), debido a que no se detectaron
PBMC positivas a p26 o infectadas por VIH-2 MS, se hizo un analisis simitar al de
fa infeccidn por VIH-1, en donde se tomd en cuenta a toda la poblacidn de PBMC
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Fig 18. Expresion de las moléeulas MHC clase [ en las PBMC VIH 2 MS infectadas durante
el tiempo de experimentacion (donador D).
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del cultivo infectado con VIH-2 MS para compararlas con las PBMC del cultivo no
infectado.

Al igual que en los cultivos infectados con VIH-1, el cultivo no infectado muestra
una mayor expresidén de moléculas MHC clase | (MF=276.2), a diferencia del
cultivo infectado con VIH-2 MS, ef cual presenta una menor expresién de
moléculas MHC clase | (MF=209.2).

Debido a que al cabo de 4 dias de realizada la infeccion detectamos alrededor
de 40% de células infectadas (fabla 3}, pudimos comparar en cuanio a la
expresion de moiéculas MHC clase |, a las PBMC p26 positivas contra las PBMC
antigeno p26 regativas del cultivo infectado con VIH-2 MS (fig.18b). En esta
figura, se observa como las PBMC p26 positivas presentan una mayor expresion
de moléculas MHC clase | (MF=502.75) con relacién a las PBMC p26 negativas
del mismo cultivo (MF=284.04). Este fendmeno persiste conforme aumenta el
porcentaje de infeccion, es decir, hasta el 90% de infeccidn detectado tanto a los
7 (PBMC p26 positivas MF=163.52 y PBMC p26 negativas MF=78.92), como a los
11 dias despugs de levada a cabo la infeccion (PBMC p 26 positivas MF=196.9 y
PBMC p26 negativas MF=83.61).

Ahora bien, si comparamos fas células ViH-2 MS infectadas con las células VIH-1
JRFL #3 infectadas (Fig. 19), vemos que desde el momento en que se delecta
infeccion, es decir a partir del dia 4 después de haber llevado a cabo la misma,
las PBMC pasitivas a p26 o infectadas con VIH-2 MS tienen una mayor expresion
de moléculas MHC Clase | comparadas con las PBMC positivas a p24 o
infectadas con VIH-1 JRFL #3 (Fig 19ab y ¢).
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Fig 19. Modulacion en la expresion de las moléeulas MHC clase I en las PBMC p26
positivas para VIH-2 MS vs las PBMC positivas para p24 de VIH-1 JRFL # 3 durante el
tiempo de experimentacion, (datos del donador D, pero representativos del condaor C).
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VIH-2 MS asi como VIH-1 controlan la expresién de CD4 por un mecanismo
indirecto

La figura 20 muestra el impacto de la infeccion tanto por VIM-2 MS, VIH-2 p1628,
asl como VIH-1 JRFL #3 en la expresion del receptor CD4 en toda Ia poblacién
(es decir, tanto en las células infectadas y células no infectadas de! mismo
cultivo).

Como se puede observar, un patrén general en todos los cultivos es al aumento
en el porcentaje de células negativas a CD4, es decir, un aumento en ia pérdida
del receptor CD4. Las diferencias més significativas entre los cultivos se observan
a partir del dia 7 después de la infeccion, en donde se observa claramente que el
cultivo ViH-1 infectado asi como el cultivo VIH-2 p1629 tienden a perder de
manera mas pronunciada el receptor CD4, mientras que e! cultivo VIH-2 MS y el
cultivo control, aungue lo piercen, o niacen de manera menos drastica.

Debido a que ademas de la poblacion infectada estamos tomando en cuentza la
poblacién antigeno viral negativa, que en el caso de los cultivos infectados con
VIH-1 y VIH-2 p1629 era la mayor parte de la poblacién debido a los bajos
porcentajes de infeccion, nos llevé a sugerir que la infeccidn por éstos virus
indirectamente estuviera provocando la liberacién de algin factor sotuble (por
ejemplo alguna citocina), que esté regulando la expresion de CD4 en la poblacion
antigene viral negativa.

El hecho de que VIH-2 MS se comportara practicamente igual qua el cultivo no
infectado, es decir, con muy poco efecto en ta expresion de CD4, y el hecho de
que supiéramos que la mayoria de las células estuvieran infectadas por VIH-2
MS, nos dice que no existe un control en 1a expresién de CD4 por efecto de fa
infeccion por VIH-2 MS, ya que lo observado parece deberse a un control mas
bien inespecifico en la expresidn de este receptor como ocurre en el cultivo

control. Estos resultados -nos llevaron a analizar la expresién de CD4
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exclusivamente en las células infectadas o lo gue es o mismo, en ias células
antigeno viral positivas.

Con relacién al porcentaje de células CD4+ (Fig.21), vemos que las diferencias
aparentemente mas significalivas se presentan en ios dias 4 y 11 después de la
infeccién entre las PBMC infectadas con las distintas cepas virales, Las células
infectadas con VIH-1 son las Que presentan un menor porcentaje de células
positivas a CD4, seguidas de las PBMC infectadas con VIH-2 y finalmente las
PBMC del cultivo no infectado; e inciuse es interesante observar que el porcentaje
de PBMC CD4+ disminuye en las células infectadas drésticamanté en el dia 11 en
comparacion con el dia 4, sin embargo conservando la misma relacién en cuanto

a magnitud de porcentaje de células CD4+ entre las infectadas con.ias diferentes
cepas virales.

La figura 22 muestra el analisis del porcentaje de PBMC CD4- en los distintos
cultivos durante el tiempo de experimentacién. Como se observa, las diferencias
aparentemente mas importantes entre las PBMC infectadas se dan en e! dia 4
después de la infeccion. En este dia, en orden decreciente en cuanto a porcentaje
de PBMC CD4-, lo ocupa en primer lugar las PBMC infectadas con ViH-1,
después las PBMC infectadas con ViH-2 MS y finaimente las PBMC del cultivo no
infectado. De modo que las PBMC infectadas con VIH-1 son las que tienden a3
perder de manera mas pronunciada CD4 seguidas de las PBMC infectadas con
VIH-2 MS y finalmente las PBMC de! cultive no infectado.
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DISCUSION

De acuerdo con ios resultados obtenidos in vitro, la infeccién por VIH-1 controla
la expresion de moléculas MHC Clase |, en cambio, VIH-2-MS no controla la
expresion de las moléculas MHC Clase l, sino por el contrario, estimula sy
expresion.

Es importante resaltar Que aunque nosotros usamos un aislado primario
macrofago-tropico (VIH-2 p1629) y un aislado secundario (VIH-2 MS) que
ordinariamente crece en lineas celulares monociticas, no pudimos obtener ningm
resultado del cultivo infectado con VIH-2 p1629 debido, nosotros creemos, a la
poca sensibilidad del anticuerpo en cuestion, incapaz de detectar bajas
cantidades de infeccién. De modo que los resultados que obtuvimos con relacién
a ViH-2, en realidad corresponden Unicamente a la cepa ViH-2 MS. En este
sentido, habria que reconsiderar el experimento, tratando con dosis infectivas
altas e iguales para Ias distintas cepas de VIH-2 (tanto para VIH-2 MS como VIH-
2 p1629), para rectificar que e! hecho de que no hayamos obtenido resultados
para las PBMC infectadas con VIH-2 p1629 era debido a la poca sensibilidad de|
anticuerpo, y por ef otro lado, para observar de esta manera si se repite el mismo
efecto de estimulacién en Ia expresién de molécutas MHC clase | previamente
registrado. Inclusive seria interesante trabajar con cepas virales distintas a lag
empleadas en éste experimento, las cuales pudieran ser de un aislado primario
linfotrépico y de un aistado secundario que creciera en lineas celulares T, para
poder afirmar contundentemente que VIH-2 no controla 1a expresién de las
moléculas MHC Clase .

No tendria relevancia alguna los resuliados obtenidos si no los ubicdramos
dentro del contexto inmunolégico, es decir, si no tratdramos de estabiecer las
posibles repercusiones in vivo de tales modutaciones en la expresion de
molécutas MHC Clase | por ambos tipos de virus. En este sentido, es importante

mencionar que la gran mayoria de los estugdios que han demostrado el papsl tan
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preponderante que juegan los CTLs en el control de la infeccién por VIH-1, han
sido realizados en células blanco construidas arificiaimente (17-24,35). Esto es,
células B que han sido inmortalizadas con el virus Epstein-Barr, son dotadas de
péptidos especificos de VIH-1, para que estas células Unicamente se encarguen
de presentarios a los CTLs. £n ofras palabras, el enfoque de estos estudios va
encaminado a determinar el grado de funcionalidad y especificidad de los CTLs
de personas infectadas; sin embargo, ninguno de elios enfoca su atencién al
papel que podrian jugar las células que se infectan directamente con el virus
como células presentadoras ante la presencia de los CTLs.

Actualmente existen muy pocos estudios que han analizado la actividad de los
CTls anle células infectadas con el virus. Sin embargo, existe uno de aflos
relativamente reciente (36}, que sostiene que la infeccion por VIH-1, aln cuando
genera un control en fa expresion de las molécutas MHC Clase | en fas células
que infecta (aunque cabe mencionar que la medulacién en la expresion de las
proteinas MHC Clase | que se detecta es apenas perceptible), el reconocimiento y
por lo tanto la eficiencia de la lisis ocasionada por los CTLs no se ve afectada. Sin
embargo, me parece gque hay que fomar en cuenta un par de factores de este
estudio que a mi modo de ver podrian alejarse de lo que pudiera estar ocurriendo
in vivo. Uno de ellos es el hecho de que hayan lrabajado con virus de aislados
secundarios, es decir, virus que crecen exclusivamente en lineas celulares (elios
en particular utilizarcn VIH-1 11B), y el otro factor es precisamente el hecho de
que hayan infectado lineas celulares. Esto podria ser lejano a lo que ocurre in
vivo, ya que en primer lugar, los virus adaptados a lineas celulares estan
seleccionados. Quizas éste proceso de seleccion conservd a los virus que
tuvieran alguna mutacién en nef que impidiera un control en la expresion de las
moléculas MHC Clase |, ya que como se sabe, Nef parece estar involucrada en ol
control de la expresidn de moléculas MHC clase | (28-30).

Ademés, el hecho de trabajar con lineas celulares en las que las células estan
constantemente activadas, pudiera provocar una expresion constitutiva de toda

clase de moléculas, entre las que pudieran estar las MHC Clase | que, aunado a
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la rapidez en la replicacion viral, no da oportunidad para una modulacion de éstas
moléculas conspicua.

Por todo lo anteriormente mencionado es que presento cierto escepticisme ante
la interpretacion de los trabajos realizados, por io que pienso que un estudio mas
apegado a lo que pudiera estar ocurriendo in vivo seria con base a estudios como
el nuestro, en donde se probara ia actividad de los CTLs ante PBMCs infectadas
con el virus completo, preferentemente de aislados primarios, a manera de
simular lo que ocurre en un contagio por via intravenosa. En el mejor de los
casos, seria muy interesante establecer un cultivo de células de Langerhans
(dejando que se diferencien hacia células dendriticas), posteriormente infectarlas
con el virus completo provenienie de aislados primarios, y finalmente socmeter a
prueba la actividad de los CTLs ante éstas, con la idea de simular lo que ocurre a
nivel de las mucosas en el momento de la presentacion del antigeno, cuando hay

contagio por acto sexual, una de las rutas mas comunes de transmisidn det VIH.

Ahora bien, es importante mencionar que |a realizacion de un experimento que
somela a prueba la funcionalidad de los CTLs ante un protocolo como el de este
proyecto resuita bastante complicando, ya que hay que tomar en cuenta los
siguientes factores: 1) que las células blanco tengan el mismo hapletipo que los
CTls; 2) que las células permanezcan viables por un tiempo razonable después
de haber sido infectadas y 3} que fa infeccidn en tas células blanco se mantenga,

de modo que se garantize una constante expresién de péptidos virales.

‘Si para VIH-1 existen pocos estudios que hayan evajuado la funcionalidad de los
CTLs ante células infectadas con el virus completo, en VIH-2 no existe estudio
alguno. Sin embargo, un punto muy importante a considerar al respecto, es que
para que la estimulacién en la expresion de moléculas MHC Clase | por efecto de
la infeccion por VIH-2 pudiera ser relevante dentro del contexto inmunolagico y

consecuentemente en la patogénesis observada, ya que como sabemos existe un
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largo periodo asintomatico en individuos infectados con VIH-2 {entre 15-20 afos).
Antes que nada, habria que probar, bajo el modelo experimental que Seguimos,
que efectivamente la eficiencia en la respuesta cilotéxica de fos CTLs se ve
disminuida cuando existe infeccion por VIH-1 debido al contro) en la expresion de
moléculas MHC clase 1, y entonces si, someter a prueba la capacidad efectora de
los CTLs ante PBMC infectados con VIH-2. Sin esta clase de experimentos, las
diferencias encontradas entre ambos virus en cuanto a la modulacién de las
moléculas Clase | no serian importantes en términos de las posibles
repercusiones que pudieran tener in vivo en cuanto a la capacidad del sistema
inmune para posteriormente eliminar al virus.

En el estudio que realizamos para VIH-1 trabajamos con un aislado primario
macrofago-irépico (aislado de un paciente de San Francisco). Seria interesante
trabajar el mismo modelo de infeccion en PBMC, solo que con VIH-1 linfotrdpicos,
como una posible representacion del efecto que pudiera tener este tipo de virus
en etapas terminales de la infeccidn, ya que como sabemos, la progresion hacia
SIDA esta intimamente ligada al cambio de fenotipo viral de macféfago-trépicos a
linfotropicos (13). Esto quizds podria ayudar a elucidar, por un lado, si el cambio
en el fenotipo viral exacerba el efecto observado en el control de la expresién de
moléculas MHC Clase | y consecuentemente, por el otro lado, si este efecto tiene
alguna repercusién mds evidente en el reconocimiento y por io tanto lisis por
parte de los CTLs de células infectadas por el virus.

El otro tema que resulta interesante para discutir, y que sin ser parte del objetivo
inicial de este trabajo brindo resultados muy interesantes, es el papel del receptor
CD4 en la infeccidn por VIH.

Como se observd, la magnitud de fluorescencia para p24 de ViIH-1 es
inversamente proporcional a la expresion del receptor CD4 (tabla 2). Ademés, e!
control en la expresion de CD4 no sélo se observa en la poblacién antigeno p24
positiva, sino en la poblacién de PBMC negativas a p24 de VIH-1 (Fig.12). Este
hecho pedria hablar de la liberacién de alguna citocina como -4, que estuviera

-
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actuando como consecuencia de un cierio umbral de infeccion causado por VIH-1,
y modulando de esta manera la expresién de CD4 en las células no infectadas.
Hablo de I1L-4 por dos razones fundamentaimente; la primera es porque ya se ha
probado, al menos en timocitos fetales y postnatales, que la infeccién por VIH-1
en cultivos ricos en IL-2 +IL-4 disminuyen los ndmercs absolutos de células CD4
positivas (37) ; y segunda, porque estudios in vitro han demostrado que la
infeccién primaria por VIH-1 en PBMC se caracteriza tempranamente por la
secrecién de citocinas generadas en una respuesta tipicamente Th2, es decir IL-4
e IL-10, semejando lo que ocurre en las etapas tardias de la infeccién (38). Al
parecer estas alteraciones inmunolégicas estén iimitadas temporalmente por el
gradual retorno hacia una respuesia Thi.

Pienso que el papel que puede jugar el control en la expresién de CD4, esta
directamente refacionado con la patogénesis. Si nos damos cuenta, exisle una
regulacion en la expresion de CD4 cuando la célula presenta una alta replicacion
viral y quizéd como consecuencia de ésiop, {a liberacion de 1L-4 afectando de ésta
manera a las celulas no infectadas de la periferia. IL-4 es justamente una de las
dos interleucinas que predominan en etapas terminales de la infeccion, cuando
comienza el desarrollo de la enfermedad o SIDA. De modo que 1a pérdida no
temporal de CD4 (remarco no temporal, ya que se podria confundir con la fase
primaria de la infeccidn, en donde quizas éste fendmeno no ocurre precisamente
debido a fa baja cantidad de virus infeccioso con el que se infectan los individuos
que recién entran en contacto con el virus) podria significar el inicio de ta pérdida
de linfocitos T CD4+ definitiva que determina el progreso hacia SIDA.

Por otro lado, con respecto a ta modulacién de CD4 en la infeccidn por VIH-2,
tenemos dos casos: el de la cepa VIH-2p1629 que en términos de la poblacion
total modulé CD4 como VIH-1, y el caso de la cepa VIH-2 MS que moduld, aunque
de manera menos drastica, la expresién del receptor CD4.

Si bien no podemes decir lo que ocurrié en las célutas infectadas con VIH-2
p1629, podemos decir que el mecanismo indirecto de control de CD4 es diferente
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en cada una de las cepas de VIH-2, ya que en terminos de {a poblacidn total de
células, la infeccién por VIH-2 MS aparentemente no controia la expresion de
CD4 en comparacion con ViH-2 p1628. Probablemente ésto tenga una explicacion
en relacién al origen de la cepa viral. Pudiera ser que las cepas de origen
primario como es el caso de VIH-2 p1629 y VIH-1 JRFL # 3, controlen de manera
mas evidente la expresion de CD4 y no asi en las cepas de origen secundario,
como es el caso de VIH-2 MS. Con relacitn a ésto, existen reportes que sostienen
que VIH-2, asi como también VIH-1, presentan una gran heterogeneidad bioldgica
en las diferentes cepas, que posiblemente podria influenciar la patogénesis
observada en el huésped (39).

Existen dos razones posibles para explicar el hecho de que VIH-2 MS no
modulara tan drasticamente CD4 en la poblacién de PBMG infectada. La primera
de ellas pudiera tener que ver con la cantidad de virus por célula, que aungue no
la medimos, podria ser que ésta sea diferente en células infectadas por VIH-1 y
por VIH-2. El hecho de que haya un nimero elevado de células positivas a p26 en
el cultivo infectado con VIH-2, ia replicacion viral en cada una de ellas pudiera
estar controlada y no afectar de manera tan marcada la expresion de CD4; un
caso similar a lo que ocurre con una de las subpoblaciones VIH-1 infectadas, en
donde en el dia 4 Ia poblacidn con menor intensidad de fluorescencia para p24
(MF= 825.9) CD4+, expresa mas moléculas MHC clase | (MF=177.32) que la
poblacién con mayor intensidad de flucrescencia para p24 {(MF=1106.29), CD4-
Que expresa menos moléculas MHC clase | (MF=100.88) (TABLA 2).

La segunda razén tiene que ver con las caracteristicas per se del VIH-2 MS§, ya
sea debido a la constante manipulacion in vitro que ocasiona el fenémeno de
seleccién del que ya habia hablado anteriormente, o bien que “naturalmenie” el
virus tuviera alguna modificacion en nef que le impidiera modular CD4 de una
manera menos eficierte que VIiH-1 (40).

Biclogicamente, el hecho de que VIH-2 MS no controle la expresion de CD4 tiene
ventajas y desventajas. La ventaja es que al conservar CD4 permite que células

del sistema inmune como las células B y/o los macréfagos, se mantengan activas
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y consecuentemente puedan eliminar al virus. La desventaja es que al conservar
CD4 las vuelve un blanco perfecto para co-infecciones con VIH-1, ya que como
sabemos, CD4 es uno de los receptores mas importantes que permiten la entrada
del virus a la célula. Menciono esto, ya que se ha probado que VIH-2 a diferencia
de VIH-1, tiene menor afinidad por CD4 (41,42).

Para finalizar, me gustarfa mencionar que si bien este estudio brindo resultados
interesantes, existen partes del protocolo que habria que cambiar y rehacer como
ya se discutid anteriormente; por eso es importante ubicar a este trabajo como un
estudio piloto, a partir del cual se abre un camino muy interesante para explorar,

pero ya con bases mas sodlidas.
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CONCLUSIONES

A partir del trabajo realizado, se puede concluir que :

1) La infeccidn por VIH-1 JRFL #3 provoca una disminucidn en la expresion de
moléculas MHC clase | en PBMC 4 y 7 dias después de la infeccion.

2) La infecciéon por VIH-1 JRFL #3, asi como por VIH-2 p1629, provoca una
disminucién en la expresidon del receptor CD4, tanto en células infectadas asi
como no infectadas, postuldndose un mecanismo indirecto en las células no
infectadas. Sin embargo, la infeccion por VIH-2 MS no parece tener el mismo
efecto ya que se comporta mas cercano al cultivo control.

3) La infeccitn por VIH-2 MS provoca un aumento en la expresion de moléculas
MHC clase | en PBMC 4,7 y 11 dias después de la infeccidn.
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