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. RESUMEN

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) expresan en
su membrana las proteinas de la envoltura viral (gp120/gp41 6 Env), adquiriendo la
capacidad de interactuar con células CD4+ no infectadas circundantes y de fusionarse con
ellas. La fusion de membranas celulares tiene varias consecuencias de importancia en la
patogénesis del SIDA: constituye un medio eficiente de transmision del virus célula a célula,
los sincicios formados por la fusién de multiples células pueden funcionar como reservorio
del virus, el dario a las células fusionadas es irreversible.

El estudio de la fusion celular se puede abordar mediante el uso de lineas celulares
transfectadas con el gen env del VIH que expresan el complejo gp120/gp41, en cultivo con
células CD4+ no transfectadas.

Con el proposito de examinar la funcion de los receptores especificos en el contexto
de la membrana celular, en ésta tesis se examino la relacion entre la fusion celular y el nivel
de expresion del complejo gp120/gp41, asi como la dependencia de la fusién del receptor
CXCR4 y de los proteoglicanos de membrana heparan y condroitin sulfato.

La fusién se cuantifico mediante un método novedoso que involucra el marcaje de las
células participantes en la fusién con colorantes fluorescentes tipo carbocianina (Dil y DiO),
los cuales emiten fluorescencia roja y verde respectivamente. Mediante citometria de flujo
se cuantificd la poblacién fusionada como el porcentaje de células con doble marca (verde y
roja).

La expresion de las proteinas de envoltura de VIH sobre las células transfectadas se
mostré a través de una inmunofluorescencia indirecta, donde habia mayor fluorescencia en
células transfectadas e inducidas durante tres dias que en células no inducidas y en no

transfectadas.



Los resultados de este trabajo demuestran que hay una correlacion directa entre el
nivel de expresion del complejo gp120/gp41 y el porcentaje de fusién celular, ya que entre
mayor es el tiempo de induccion de las células transfectadas para la expresion de las
proteinas virales, mayor es el nivel de células con fluorescencia mixta. Para evaluar la
participacién del receptor CXCR4 en la fusion, se utilizaron dos anticuerpos: el 12G5 dirigido
contra el primero y segundo loop extracelular del receptor y el A145 dirigido contra el
extremo amino terminal del mismo, siendo el primero el utilizado por excelencia dado su
efecto de inhibicion de la infeccién por el VIH. Las condiciones de incubacién de las células
con los anticuerpos fueron variables en temperatura, tiempo y concentracion. En nuestros
resultado obtuvimos que el anticuerpo 12G5 no tiene efecto negativo sobre la fusién,
mientras que el anticuerpo A145 logré inhibir la poblacion doble fluorescente hasta 37.3%,
sugiriendo que la participacion del correceptor CXCR4 no es tan importante cuando es alta la
concentracién de receptores primarios (gp120/CD4) y que posiblemente en nuestro modelo
el extremo amino terminal del correceptor es el que interacciona con gp120 durante el
proceso de fusion. Al hidrolizar enzimaticamente los proteoglicanos de la superficie de las
células CD4+ y ponerlas en cocultivo con las células Env+, no se observé cambio en la
fusion, sugiriendo que no participan en este proceso y que no ejercen un impedimento de
tipo estérico sobre el correceptor CXCR4 para la unién con los anticuerpos 12G5 y A145.

Estas observaciones son consistentes con la hipotesis de que otras moléculas de la
membrana celular, ademas de CXCR4, pueden participar en la interaccién con las proteinas

de la envoltura viral para mediar la fusion.



Il. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un lentivirus de la familia de los
retrovirus que provoca en los individuos infectados el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), descrito como entidad clinica por primera vez en California, EUA en
1981 (10). Debido a que no se conocian agentes que produjeran tales manifestaciones en
humanos, se propuso como causa a una variante del virus de leucemia de células T
humanas (HTLV), unico retrovirus humano conocido con afinidad por los linfocitos T
cooperadores, sin embargo, el HTLV producia inmortalizacion de las células, mientras
que éste nuevo agente las destruia. Fue tres afios mas tarde cuando, investigadores de
diferentes nacionalidades, entre ellos Montagnier y colaboradores, lograron aislar el virus
causante de las inmunodeficiencias y en el afio de 1986 en Africa se detecté una nueva
cepa (VIH-2) que tenia tan solo un 40% de homologia genética con el primer virus
aislado (VIH-1), (15,23). Los pacientes infectados con esta nueva variante desarrollaban
SIDA después de un periodo de latencia mas prolongado, ademas de que los indices de
morbilidad eran menores.

El VIH-1 es la variante de mayor frecuencia a nivel mundial y a pesar del tiempo
transcurrido desde su descubrimiento y de la magnitud de esfuerzos de investigacién, no
se ha logrado encontrar un farmaco o una vacuna que sean eficaces para evitar que un
paciente progrese a SIDA debido, entre ofros factores, a la hipervariabilidad genética que
presenta y a la variedad de desarreglos inmunolégicos que ocasiona. Los pacientes
tratados con algun farmaco después de cierto tiempo dejan de responder al efecto por lo
que es necesario administrar un nuevo medicamento al que el virus no sea resistente, o

bien dar terapia combinada con 3 o 4 farmacos, sin dejar de experimentar el individuo las



reacciones adversas de los mismos. En el caso de las vacunas ocurre el mismo
problema, ya que los anticuerpos neutralizantes formados en respuesta al antigeno no
seran efectivos para las nuevas variantes, que no solo difieren en antigenicidad, sino en
patogenicidad. Esta situacién hace necesario el entendimiento detallado de los procesos
patolégicos del VIH, asi como de los procesos inmunologicos que desencadena en el

huésped que puedan apoyar nuevas ideas para el disefio de agentes terapéuticos.

2.2 Mecanismo de infeccion viral

La estructura del VIH, asi como una descripcion de su genoma y de las proteinas
que codifica, se encuentran en el apéndice (pag. 48).

Las células susceptibles a la infeccion por VIH, son aquellas que expresan el
receptor CD4 en su superficie; éste ha sido encontrado en diferentes poblaciones de
leucocitos, como linfocitos T, linfocitos B, macréfagos, células dendriticas y epiteliales, sin
embargo, son los linfocitos T, seguidos por los macrofagos quienes tienen mayor
concentracion en superficie (27), es por esto que en los pacientes infectados con este
virus, se observa una disminucion de linfocitos T que lleva a un estado de
inmunodepresion.

Inicialmente, la particula viral a través del complejo gp120/gp41 interacciona con
el receptor CD4 de la célula huésped, esto desencadena el proceso de fusiéon de las
membranas para que el complejo nucleoprotéico del VIH ingrese a la célula y su genoma,
una vez transcrito a DNA de doble cadena por la transcriptasa reversa pueda
incorporarse al genoma huésped (episoma). Es asi como se expresan las proteinas
necesarias para ensamblar una nueva progenie viral que es liberada por exocitosis (ver
pag. 51 del apéndice) teniendo la oportunidad de infectar una nueva célula siempre y

cuando su accién no sea neutralizada por anticuerpos especificos creados por el sistema



inmune. Una vez infectada, la célula comienza a expresar en su membrana el complejo
gp120/gp41 que tiene la capacidad de fusionar células sanas que expresan el receptor
CD4 vy asi infectarlas sin enfrentarse a la respuesta humoral del huésped, es decir, la
formacion de sincicios o células gigantes multinucleadas son una forma de evasion del
sistema inmune por el VIH.

Se han encontrado células gigantes multinucleadas en el sistema nervioso central
y ganglios linfaticos de pacientes infectados y experimentalmente se ha demostrado que
los sincicios son viables por corto tiempo al desencadenarse procesos de apoptosis (25),
por lo que se ha considerado como un mecanismo importante en la disminucion de
células CD4+, ademas, pacientes con variantes poco fusogénicas de VIH también sufren
una pérdida importante de linfocitos T y se ha demostrado que se debe a la expresion de

las proteinas de envoltura, por inducir eventos de fusion internos que conllevan a la lisis

celular (7).

2.3 Estructura y funcion de las proteinas de fusion del VIH

Las proteinas de envoltura son sintetizadas como un precursor (gp160) altamente
glicosilado cuyo transporte a la superficie celular es ineficiente, por lo que es retenido en
el reticulo endoplasmico o degradado en los lisosomas (9), solo de un 5 a 15% del total
es escindido en las subunidades gp120 (extracelular o ectodominio) y gp41
(transmembranal) que permanecen asociadas por interacciones no covalentes.

Dentro de la estructura de gp120 se distinguen tres regiones principales, amino
terminal, central y carboxilo terminal separadas por dos regiones bisagra altamente
conservadas. También se divide en 5 regiones de hipervariablilidad que estructuralmente
forman horquillas o loops y 5 de mediana conservacion que pueden tener conformacion

en helice alfa o lamina beta plegada.



Gp41 también presenta 3 regiones: extracelular, transmembranal e intracelular. La
region transmembranal se caracteriza por ser una secuencia de aminoacidos hidrofobicos
en hélice alfa. La regién extracelular se encuentra en interaccién con gp120 y cerca de la
region N-terminal se encuentra el péptido de fusidn, ademas, se distinguen dos regiones
llamadas dominio N y dominio C .

El VIH interacciona a través de gp120 con el primer dominio de CD4 con una
constante de disociacion de 4x10°M, provocando una serie de cambios conformacionales
que se caracterizan principalmente por el cambio de loop a hélice de los dominios Ny C
localizados en gp41 y su arreglo en trimeros (fig. 1), es decir, se asocian tres dominios N
helicoidales que se anclan a la membrana del huésped por exposicién del péptido de
fusién y tres dominios C helicoidales que permanecen asociados a la membrana viral
(11). Posteriormente se da un plegamiento de tal forma que el trimero de dominios C

rodean al trimero de dominios N liberando a gp120 y acercando las dos membranas para

que ocurra su fusion (53).

2.4 Dependencia con otros receptores para la fusion

En el mecanismo de fusién de membranas por VIH, no sélo participan gp120 y
CD4, sino también otros receptores propios de la célula huésped como los correceptores
asociados a proteinas G, de los cuales se han encontrado a CXCR4 y CCR5 como
esenciales para la infeccion viral (50).

A través del uso de anticuerpos monoclonales se ha logrado determinar que el
loop V3 de gp120 participa en la interaccién con el correceptor y dependiendo de la
secuencia de aminoacidos puede tener la capacidad de interactuar ya sea con CXCR4 o

con CCRS5, y ésta interaccion es fuerte solo en presencia de CD4 (31).



El nivel de expresion de correceptores es diferente entre las poblaciones de
leucocitos y se sabe que las células dendriticas y macrofagos tienen una mayor
concentracion de CCR5, mientras que las células T CD4+ nativas y en reposo expresan
mayor cantidad de CXCR4 (27).

CD4+

Eqneceplot
412> Membrana celular

gpl20 — :';

gpHl — e‘i’h Membrana viral

N — Trimeros Ny C Post-fusion

- ﬁ%ﬁ

Intermediario
de fusién
(transitorio)

Figura 1. Cambio conformacional de loop a hélice de los dominios N y C de gp41. Se requiere que participen
tres moléculas de complejo gp120/gp41 para que se forme el trimero de hélices. Una estructura intermediaria
transitoria de gp41 se encuentra anclada en ambas membranas y cambios posteriores en su conformacion
liberan gp120 para que se lleve a cabo el plegamiento necesario, de tal forma que se acerquen las dos

membranas y ocurra la fusion.



Una vez que gp120 interacciona con CD4, a través de los cambios
conformacionales, se expone el sitio de unidn al correceptor y este complejo trimolecular
conlleva al arreglo heterotrimérico de fusion (fig. 2). Pacientes que tienen defectos en el
gen que expresa CCR5 muestran una fuerte resistencia a la infeccion, por lo tanto se ha
sugerido gque los virus con tropismo a macréfagos son criticos para la transmision viral,
mientras que los virus que usan CXCR4 aumentan su numero en etapas tardias de la
infeccion (39).

Ademas de utilizar este tipo de correceptores, el virus puede a través de otras
moléculas de superficie como los proteoglicanos hacer mas eficiente el proceso
infeccioso. Se ha encontrado que el heparan sulfato, un proteoglicano con carga neta
negativa al ser hidrolizado con una enzima especifica disminuye el enlace del virus y la
infeccion de lineas celulares, asi como la formacién de células gigantes multinucleadas
(37). En este caso también es el loop V3 de gp120 el que interacciona con esta molécula,
ya que al adicionarla én forma soluble bloquea la unién de anticuerpos monoclonales anti-
loop V3. El estudio de las proteinas Env ha permitido conocer que esta region se
encuentra formada principalmente por aminoacidos de caracter basico que le brindan una

fuerte carga positiva para su interaccién de tipo electrostatica con los proteoglicanos

(43).
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Figura 2. Dependencia de la fusion con el correceptor CXCR4. Después de la interaccién de CD4 con gp120,

se expone el sitio de unidn al correceptor y a otras moléculas de superficie.

2.5 Importancia de la fusion celular en la disminucion de células CD4+

Se considera que la disminucién de las células T CD4+ infectadas se lleva a cabo
por dos mecanismos: accién de células citotoxicas y efecto citopatico. El primero de ellos
se debe a la respuesta citotoxica por células CD8+ y NK que destruyen a las células que
expresan antigenos virales. Sin embargo, algunos individuos con deficiencia en la
respuesta inmune citotéxica han presentado un rapido decline en el nimero de células
CD4+, por lo que se considera que el efecto citopatico por lisis celular o induccion de
sincicios puede ser igualmente importante (7).

Las células infectadas por el VIH o transfectadas que expresan las glicoproteinas
de envoltura muestran una importante disminucién en la expresion del receptor CD4
debido a que parte de gp160 forma un complejo con CD4 en el reticulo endoplasmico,

ademas de que la proteina Nef internaliza las moléculas de CD4 que han alcanzado la



superficie celular, esto produce eventos de fusion al interior de las células que finalmente
son causa de su lisis (50).

La comprension del mecanismo de fusion celular se ha considerado esencial, ya
que en el 50% de los pacientes VIH positivos ocurre un cambio en el fenotipo del virus de
no inductor de sincicios (NIS) a inductor de sincicios (IS), lo cual se relaciona con la
acelerada pérdida de células CD4+ y una progresion rapida a SIDA (4). La diferencia
entre las variantes NIS e IS se basa fundamentalmente en su afinidad por diferentes
correceptores; mientras que la NIS utilizan CCRS5 presente principalmente en células T
activas y de memoria, las IS usan CXCR4 expresado en mayor cantidad en células T en
reposo y nativas. De esta forma, las células nativas se ven afectadas por su incorporacion
a los sincicios que tienen un periodo corto de vida al sufrir apoptosis o lisis por los
fenémenos de fusiébn mencionados anteriormente, siendo pérdida para el sistema inmune
en la respuesta a los antigenos en general.

Se han enconfrado células gigantes multinucleadas en el sistema nervioso central
y en ganglios linfaticos de pacientes infectados por VIH (35). Se ha mostrado que estas
formaciones se encuentran profusamente infectadas, por lo cual se consideran

reservorios del virus, en los cuales se encuentra protegido frente a la respuesta inmune.

2.6 Citometria de flujo aplicada a la cuantificacion de la fusion celular

La citometria de flujo es un método utilizado para evaluar poblaciones celulares
que presentan diferentes caracteristicas en tamario, granularidad o fluorescencia, que por
ser cuantitativo, confiable y reproducible su uso en la actualidad es frecuente,
principalmente en investigacion y diagnéstico clinico.

En el departamento de inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas se

ha disefiado un método nuevo para cuantificar la fusion celular (20), el cual utiliza células

10



transfectadas con el gen env (lineas celulares HxBc2 y 522 F/Y) para que expresen el
complejo gp120/gp41 del VIH-1 y células que expresan el receptor CD4 (E6). Las células
se marcan diferencialmente con colorantes tipo carbocianina que emiten fluorescencia
roja (Dil) y verde (DiO), y que por ser de caracter lipofilico, se distribuyen principalmente
en la membrana plasmatica, de tal forma que cuando se ponen en cocultivo y ocurre la
fusion, el citometro de flujo puede cuantificar las células que presentan la doble
fluorescencia y asi determinar su porcentaje. En la figura 3a se muestran gréficas de
granularidad contra tamafio y de fluorescencia roja contra fluorescencia verde para las
células HxBc2 con capacidad de fusionarse con las células E6. La poblacion de células
con fluorescencia mixta aparecen en el cuadrante superior derecho de las graficas de
fluorescencia (en azul) y pueden distinguirse como una poblacién con alto nivel de
granularidad. La figura 3b muestra las graficas correspondientes a las células 522 F/Y,
cuya mutacion en gp41 les impide inducir el proceso de fusion con las células E6. Las
células con fluorescencia mixta generadas en el cocultivo 522/E6, corresponden a
agregados celulares, como lo indica el hecho de que no se distinguen sincicios mediante
el examen de los cultivos por microscopia de luz, mientras que si se observan en los
cocultivos de células HxBc2/E6. Asimismo los agregados celulares pueden distinguirse de
las fusiones por presentar un tamafio mayor que las células fusionadas y normales, pero

no mayor granularidad.
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Figura 3. Gréficas de granularidad contra tamafio y de fiuorescencia roja (Dil), contra fluorescencia verde
(Di0). a) Células que expresan el complejo Env con capacidad para inducir fusion. En azul se observa la
poblacién de células con alto nivel de granularidad (graficas de granularidad contra tamafio) y las células con
fluorescencia doble (cuadrante superior derecho de las graficas de fluorescencia). b) Células que expresan el
complejo Env con una mutacién en gp41 (522 F/Y) que les impide fusionarse. Las gréficas correspondientes a
éstas células indican la presencia de una pequefia poblacién con mayor tamaiio, pero casi no hay células que
presenten un alto nivel de granularidad. En la gréfica de fluorescencia aparece una pequefia densidad de
células en el cuadrante correspondiente a las fusiones. Se ha propuesto que esta poblacion se debe a
agregados de células por union entre gp120 y CD4, pero que no se han fusionado, y es un nivel basal de
“fusién” en todos los ensayos realizados por éste método.

12



1ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso de fusion celular inducida por el VIH es un mecanismo que se intenta
describir detalladamente dada su importancia como mecanismo de infeccion y de evasion a
la respuesta del sistema inmune del hospedero. Ademas, se ha considerado como un medio
importante para inducir la disminucién de los linfocitos T, ya sea por alteraciones en la
estabilidad de la membrana de las células fusionadas o por la induccién de procesos
apoptéticos en las mismas, o bien, por la lisis de células individuales infectadas que
expresan el complejo gp120/gp41. De los muiltiples estudios realizados se ha encontrado que
ademas de participar los receptores CD4 de la célula huésped y gp120 viral, también lo
hacen otros receptores asociados a la célula, como los correceptores para quimiocina
CXCR4 y CCRS, siendo el primero de ellos el principalmente utilizado por cepas de VIH
altamente fusogénicas encontradas en individuos que estan préximos al estadio clinico de
SIDA.

Por lo anterior, utilizando un modelo de células transfectadas para expresar el
complejo gp120/gp41 de VIH, se buscé relacionar el nivel de expresion de las proteinas de

envoltura con el nivel de fusion celular y la dependencia de este proceso con el correceptor

CXCR4.



IV. OBJETIVOS

1.

Determinar el efecto de distintos niveles de expresion del complejo gp120/gp41 en

células transfectadas con el gen env de VIH, sobre la fusién celular.

Determinar si la fusién célula-célula es dependiente del correceptor CXCR4.

2.1. Evaluar el efecto del nivel de expresion del complejo Env sobre la participacion

del correceptor.

2.2. Evaluar el efecto de la hidrélisis de los proteoglicanos heparan y condroitin

sulfato sobre la participacién del correceptor.

2.3. Determinar si el reciclamiento de la molécula CXCR4 influye en el efecto de

anticuerpos anti-CXCR4 sobre la fusion.

14



V. METODOLOGIA

La linea celular Jurkat, HxBc2 transfectada para expresar las proteinas funcionales
de envoltura de la cepa de VIH-1 HxBc2, la 522 F/Y transfectada para expresar proteinas
de envoltura de la cepa HxBc2 con una mutacion en gp41 que disminuye su capacidad de
fusion y la E6-1 fueron obtenidas a través de AIDS Research and Reference Reagent
Program, Division of AIDS, NIAID, NIH. La expresion del complejo gp120/gp41 tanto en
HxBc2 como en 522 F/Y es suprimida en presencia de tetraciclina, de tal forma que cuando
este antibidtico esta ausente, se induce la expresion y las clonas positivas se seleccionan en

presencia de los antibidticos higromicina y geneticina (7).

5.1 Cultivo celular

Las células HxBc2, 522 F/Y y E6 se mantienen en suspension en botellas T-75 con
medio RPMI-1640 (Gibco BRL) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
inactivado (Gibco BRL), penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pg/ml (Gibco BRL), ademas,
a las dos primeras se les adiciona 1 pg/ml de tetraciclina, 200 pg/ml de higromicina
(Invitrogen) y 200 ug/ml de geneticina (Gibco BRL); se mantienen en incubacién a 37 °C con

5% CO..
5.2 Induccion de la expresion de proteinas de envoltura
En condiciones de esterilidad se colocan las células HxBc2 y 522 F/Y en tubos para

centrifuga de 50 ml, se centrifugan 3 min a 1150 rpm para retirar el medio de cultivo, se

lavan 2 veces con 40 ml de PBS (1mM KH;PO,, 5.6mM Na,HPO,, 126 mM NaCl, pH 7.2)
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estéril cada vez con la finalidad de retirar la tetraciclina y finalmente se resuspenden en el
volumen adecuado de medio RPMI suplementado mas 200 pg/ml de geneticina y 200 pg/ml
de higromicina en botellas T-75. Se incuban a 37°C con 5% CO, durante el tiempo

necesario, como maximo 3 dias para la expresion de las proteinas.

5.3 Marcaje celular

Para marcar las células se utilizan dos colorantes lipofilicos fluorescentes tipo

carbocianina (fig.4):
e Perclorato de 3,3-dioctadeciloxacarbocianina (DiO) . Fluorescencia verde-amarilla.

Abs/Em 484/501
e Perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3’,3-tetrametilindocarbocianina (Dil). Fluorescencia rojo-

anaranjado. Abs/Em 549/565.

Las soluciones stock se preparan disolviendo 3.5 mg de colorante por ml de dimetil
sulféxido (DMSOQ) y a partir de éstas se hacen diluciones 1:10 de Dil y 1:30 de DiO en el
mismo disolvente.

Las células en proceso de induccion, 24 horas previas al ensayo de fusion se pasan a
tubos para centrifuga de 15 ml, se centrifugan 3 min 1150 rpm para eliminar el medio de
cultivo, se cuentan en un hematocitémetro y se ajustan a una concentraciéon de 5-15x10°
células/ml de medio. Se les adiciona 35 pl/ml de DiO 1:30 (esta concentracion aumenta de
dos a tres unidades por cada semana sucesiva a la preparacion de la dilucién del colorante,
ya que la fluorescencia va decayendo) y protegidas de la luz se incuban en agitacion
constante durante 15 min a temperatura ambiente. Se lavan 2 veces con 10 volimenes de

medio RPMI suplementado cada vez y se pasan a botellas T-75 en el mismo medio, ademas
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de 200 pg/ml de geneticina (Gibco BRL) y 200 png/ml de higromicina (Invitrogen). Se dejan
incubar toda la noche a 37°C con 5% CO,.
Las células E6 se marcan con Dil 1:10 a una concentracion de 11 pl/ml siguiendo el

mismo procedimiento que para las anteriores.

3 3 .
DiO
CH=CH-CH Abs/Em 484/501
N
)
GHz) 7
oy
clo,
o o
)—cH=cH-cH=(
b N Dil
Abs/Em 549/565
(?HQ)W {?Hzlw
CH3 CHS
C|04

Figura 4. DiO y Dil. Estructura quimica de las carbocianinas lipofilicas fluorescentes utilizadas para marcar las

celulas.
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5.4 Ensayo de Fusion celular

Las células marcadas HxBc2, 522 F/Y y E6 se pasan a tubos para centrifuga
de 15ml, se centrifugan 3 min, 1150 rpm y se resuspenden en medio libre de suero AIM-V
(Gibco BRL), se cuentan en un hematocitémetro haciendo una dilucién adecuada en azul
tripano (Gibco BRL) y se ajustan a una concentracion de 0.2x10%células/0.09 mi en el mismo
medio de cultivo. En una placa de 96 pozos de fondo plano se colocan 90 pl por pozo de
suspension de células E6 y posteriormente se adicionan 90 pl de células HxBc2
(fusogénicas) o 522 F/Y (no fusogénicas) resuspendiendo cuidadosamente una vez con la
micropipeta para favorecer el contacto entre las células, la placa se incuba durante 5 horas a
37 °C en atmosfera de 5% de CO,. Se preparan tubos para FACS con 2 ml de buffer, las
células se cosechan de cada pozo con ayuda de una micropipeta y se adicionan en el tubo
correspondiente para lavarse una vez centrifugando 3 minutos a 1100 rpm, se elimina el

sobrenadante con mucho cuidado para no perder el pellet y se resuspende en 300 pl de

buffer.

5.5 Inhibicion de la fusion por anticuerpos

5.5.1 Inhibicién con 24 horas de induccién

El analisis para observar la participacion de los correceptores CXCR4 y CCR5 se
llevé a cabo inicialmente, utilizando células inducidas durante 24 horas.

Como en el ensayo descrito anteriormente, 90 pl de suspension de células E6 se
preincubaron con 2.77, 5.55, 10.98 6 42.55 pg/ml de los anticuerpos monoclonales anti-

CXCR4 (clona 12G5), anti-CCRS (clona 2D7) 6 anti-CD4 (Pharmingen) durante 40 minutos a
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37°C, posteriormente se adicionaron en la misma proporcion las células HxBc2 6 522 con 24

horas de induccién y se dejo6 el cocultivo en incubacion durante 5 horas.

5.5.2 Inhibicidon con 36 horas de induccion

En este ensayo, células E6 se preincubaron con 42.5 pg/ml de 12G5 6 2D7 durante

40 minutos a 37°C, se adicionaron las células HxBc2 o 522 inducidas durante 36 horas y el

cocultivo se incubd 5 horas.

5.5.3 Inhibicién con 72 horas de induccion

Células E6 se preincubaron durante 20 minutos en hielo con 27.02 pg/ml de 12G5 6
2D7, el control con anti-CD4 fue de 16.4 pug/ml, posteriormente se adicioné otra dosis igual
para tener una concentracion final de 52.63 pug/ml, se incubé el mismo tiempo. En la misma
proporcién se adicionaron las HxBc2 y 522 con 3 dias de induccién, incubandose el cocultivo
durante 20 minutos mas en hielo pasandose finalmente a 37°C durante 5 horas.

En otro ensayo, células E6 se preincubaron con 5.52, 27.02 6 42.5 ug/ml de anti-
CXCR4 de la clona A145 (MBL) o con 12GS5, o bien, con la mezcla de los anticuerpos
durante 30 minutos en hielo (se utilizaron las mismas concentraciones para el control con
anti-CD4), las células Env+ inducidas 72 horas se adicionaron incubando 20 minutos mas en

frio pasando finalmente el cocultivo a 37 °C durante 5 horas.



5.6 Efecto sobre la fusion por tratamiento enzimatico

Para determinar si las moléculas de adhesion que normalmente se encuentran en
mayor concentracion sobre la superficie de las células participan en los eventos de fusion,
se hizo un tratamiento enzimatico a los tres tipos celulares con las enzimas heparitinasa (EC
4.2.2.8) y condroitinasa (EC 4.2.2.4).

Los liofilizados de las enzimas se reconstituyeron en PBS estéril ajustado con NaOH
2M a pH 7.5 quedando a las siguientes concentraciones: heparitinasa 12.8 mU/ml,
condroitinasa 2.1 mU/ml.

Después de tres dias de induccion, las células previamente marcadas con DiO y Dil se
cuentan y ajustan por separado en PBS pH 7.5 a una concentracién de 1x10° células / ml.
Se adicionan 8 mU de heparitinasa por ml de suspensién celular y 4mU de condroitinasa por
ml de suspensioén celular, se incuban a 37°C con 5% de CO, durante 1.5 horas (43). Se
lavan dos veces con 20 ml de PBS pH 7.2 cada vez, se cuentan y ajustan a una
concentracion de 0.2x10° células/0.09ml en medio AIM-V y se montan en la placa de 96

pozos de fondo plano para el ensayo de fusion.

5.7 Inmunofluorescencia Indirecta para cuantificar la expresion de proteinas

Células HxBc2 y 522 F/Y inducidas durante 3 dias y E6 (control negativo) se lavan
con bufffer de lavado (PBS-azida de sodio al 0.1%) centrifugando 3 min a 1150 rpm y se
ajustan en buffer de tincion (PBS-azida de sodio al 0.1%+ SNC* 20%) a una concentracion
de 1x10° células/0.05ml; se colocan 50 pl de la suspension celular en tubos para FACS y se

adiciona 1 pl de suero de pacientes VIH+ (dilucién 1:50), se incuban en hielo 30 min y se
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elimina el anticuerpo primario haciendo un lavado con 2 ml de buffer de lavado. Las células
se resuspenden en 50 pl de buffer de tincién y se agregan 5 pl del anticuerpo conjugado
(anti-lgG humano marcado con FITC, Zymed), se incuban en hielo 30 min, se lavan
nuevamente en 2 ml de buffer de lavado y finalmente se resuspenden en 1 ml de buffer para

FACS.

*suero normal de cabra.

5.8 Andlisis por FACS

Las muestras resuspendidas en el buffer para FACS se capturan en un citébmetro de
flujo Becton-Dickinson modelo FACScan con lampara de xenén de excitacion a 488 nm. El
analisis se hace en el programa Cell-Quest sobre 10,000 eventos capturados graficando
granularidad (SSC-H) contra tamafio (FSC-H) y fluorescencia verde (FL1-H) contra
fluorescencia roja (FL2-H), o en el caso de las inmunofluorescencia se construyen

histogramas de fluorescencia contra el nimero de eventos.

5.9 Microscopia de Barrido

En otro ensayo para demostrar que la poblacion con doble marca registrada por el
citometro de flujo son efectivamente células fusionadas o sincicios, células marcadas e
inducidas durante 3 dias se pusieron en cocultivo durante 5 horas, posteriormente se
cosecharon las ceélulas y se lavaron en buffer para FACS una vez, finalmente se
resuspendieron en el mismo a una concentracién de 1x10’células/ml. La muestra se capturo

en el citbmetro de flujo modelo FACS Vantage del CINVESTAV para separar cada una de
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las tres poblaciones (doble marca, verde y roja).
Las células recuperadas se fijaron con glutaraldehido al 1% y solamente las de doble
marca y rojas, cuya cantidad era la necesaria, pudieron ser analizadas por microscopia de

barrido en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM por el Dr. Jorge Sepulveda.
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VI. RESULTADOS

6.1 Dependencia de la fusion con la expresién de Env

La fusion célula-célula se evalué utilizando como modelo lineas celulares Jurkat
transfectadas con el gen env del VIH-1 integrado a un sistema basado en el operon de
tetraciclina (7), cuya expresion ocurre en ausencia de éste antibiético (células HxBc2 y 522
FIY).

Las células HxBc2, una vez expresado el complejo gp120/gp41 pueden fusionarse en
cocultivo con células Jurkat CD4+ (clona E6) no transfectadas. En cambio, las células 522
F/Y (que tienen una sustitucion F/Y en la posicién 522 de gp41) son incapaces de fusionarse
con éstas.

El analisis cuantitativo de la fusion se efectu6 mediante un método nuevo en el que
las células HxBc2 (también llamadas Env+) y las E6 se marcan con los colorantes
fluorescentes DiO (verde) y Dil (rojo) respectivamente, como se describié anteriormente
(secc. 5.3). Una mezcla de células marcadas HxBc2/E6 6 522/E6 en proporcion 1:1 se
incuban durante 5 horas a 37 °C con 5% de CO,, después de lo cual se analizan por
citometria de flujo (FACS).

Las poblaciones se cuantifican segin su marca, ya sea roja, verde o doble
fluorescente, siendo esta Ultima la oorrespbndiente a las fusiones. Los resultados se analizan
con el programa Cell Quest para obtener el porcentaje de células doblemente fluorescentes
mediante graficas de fluorescencia (ver nota de la figura 3).

Para comprobar que la formacion de células doblemente fluorescentes depende de la
expresion de las proteinas de envoltura de VIH expresadas en las células transfectadas, en
un trabajo previo realizado en el laboratorio se analizé el efecto de anticuerpos monoclonales
anti-gp120 (F105, 902, IIB-V3-21) y anti-gp41 (1577) sobre la fusion celular. Las células

HxBc2 inducidas 3 dias se preincubaron con dosis variables de anticuerpo durante 40
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minutos y posteriormente se pusieron en cocultivo 5 horas con las células E6, incluyendo un
control con anti-CD4 a dosis Gnica. En éste ensayo se obtuvo 21% de fusion total.

En la gréafica de la figura 5, donde el porcentaje de fusién total esta expresado como
el 100%, se observa el efecto de los anticuerpos F105 y 1577.

Conforme a lo analizado en la seccidén 2.6 (pag. 11) con respecto a la poblacion de
agregados que se forma por la interaccion de receptores primarios en el cocultivo control de
células no fusogénicas 522/E6 se obtiene un nivel basal de células doble fluorescentes que
no son sincicios en el cocultivo HxBc2/EB, por lo tanto es necesario restar este valor al nivel
total de fusién y al obtenido por efecto de los anticuerpos.Las graficas no muestran ésta
correccion, ya que el llevar a cero el nivel de células doble fluorescentes limitaria el analisis
del efecto del anticuerpo sobre la agregacion celular. De acuerdo a lo anterior, el anticuerpo
F105 inhibi6 la fusion 35.5% utilizando una concentracion de 50 pg/ml, mientras que con el
anti-gp41, con una concentracién maxima de 20 pg/ml, se obtuvo 59.7% de inhibicion. Los

controles de células 522/E6 y HxBc2/E6+anti-CD4, permanecieron en un nivel de particulas

con fluorescencia mixta menor al 20%.

Efecto de los anticuerpos F105 y 1577 sobre la

fusién celular
120
100
80
s F105
5 &0
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* 1577
40
HxBc2/E6+
20 | 522/E6 ant-GD4
[ v \
0 10 20 30 40 60
Anticuerpo (ug/mi)

Figura 5. Efecto de anticuerpos monoclonales anti-gp120 (F105) y anti-gp41 (1577) sobre la fusion célula-célula.

La fusion total fue de 21%. Se incluyeron controles con células 522/E6 y HxBc2+anti-CD4 (53 pg/ml).
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Los resultados posteriores se reportan considerando como en este caso, el nivel
basal de células doble fluorescentes en el cocultivo control con células 522/E6.

Con esta informacién se llego a la conclusién de que el proceso para la formacion de
la poblacion doble fluorescente depende del complejo gp120/gp41, por lo tanto su expresion

en las células transfectadas es positiva.
6.2 Efecto del tiempo de induccion sobre la fusion celular

La expresion del complejo Env en las células HxBc2 y 522 se incrementa con el
tiempo de cultivo en ausencia de tetraciclina y presenta un nivel maximo después de 3 dias
de induccion (7). Para determinar si la fusién se relaciona con el tiempo de induccién, y por
lo tanto con el nivel de expresion de Env, evaluamos la fusién con células inducidas durante
24, 48, 36 y 72 horas. En todos los casos, 24 horas previas al cocultivo, las células se
marcaron con los colorantes fluorescentes.

A partir del analisis por FACS se construyeron graficas de fluorescencia roja contra
fluorescencia verde para los diferentes tiempos (fig. 6) que muestran en la regién superior
derecha la poblacion fusionada cuyo porcentaje es dependiente del tiempo de induccién.

Se puede observar que la poblacién doble fluorescente aumenta en el cocuiltivo
HxBc2/E6 de 5.2% a 18.8% en funcion del tiempo, mientras que permanece en un intervalo

de 3.1 a 3.8% en el cocultivo con las células 522/E6.
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Figura 6. Graficas de fluorescencia para los cocultivos HxBc2/E6 y 522/E6. Se puede observar que a
mayor tiempo de induccidn, la poblacién de células doble fluorescentes en el primero de ellos aumenta; el control

con células 522 muestra una poblacion constante entre 3.1 y 3.8%.
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La figura 7 resume el cambio en el porcentaje de celulas fusionadas mostrado en las
graficas de fluorescencia. Se observa un incremento del 54% entre las 24 y 48 horas,
mientras que en las siguientes 24 horas solo aumenta 16%, es decir, en las primeras 48
horas de induccion se expresa la mayor cantidad de proteinas de envoltura. El control de

células 522-E6 mantienen un nivel de células doblemente fluorescentes constante entre 12y

17% .

Efecto del tiempo de induccion sobre la fusion
120 -

HxBc2/E6

%Fusién

522/

24 44 tiempo (h) 64

Figura 7. Gréafica del porcentaje de fusion total en funcién del tiempo de induccién de la expresion de gp120/gp41

por las células HxBc2 y 522 F/Y.

6.3 Microscopia de barrido

Para demostrar que la poblacion con doble marca registrada por el citometro de flujo
son sincicios, células marcadas e inducidas durante 3 dias se pusieron en cocultivo durante
5 horas, se resuspendieron en buffer de FACS a una concentracion de 1x107 cel/ml y se
capturaron en un citémetro de flujo modelo FacsVantage para separar cada una de las 3

poblaciones (doble marca, verde y roja). Las células recuperadas se fijaron con
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glutaraldehido al 1% para ser analizadas por microscopia de barrido. La separacion tuvo un

85% de pureza.

Las microfotografias de la figura 8a y 8b corresponden a las células con doble
fluorescencia (fusiones) y con marca roja (E6 individuales). La escala es de 5u en ambas y
se pudo determinar calculando el volumen de los sincicios y de las células individuales, que
las células doble fluorescentes son cuatro veces mas grandes que las EB, aunque esto no

permite conocer el nUmero de células que se han incorporado al sincicio.

b)

:k
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Figura 8. Microscopia de barrido de las poblaciones celulares de un cocultivo de cinco horas, separadas por
citometria de flujo. a) Células con fluorescencia mixta (fusiones). b) Ceélulas E6 (rojas). Ambas tienen la misma

escala. Se puede observar la diferencia en tamarno entre las células fusionadas y no fusionadas.



6.4 Evaluacion de la expresion del complejo gp/120/gp41 por inmunofluorescencia

indirecta (IFI)

Una vez determinado que el tiempo de induccién para la expresion del complejo Env
en células HxBc2 afecta el nivel de fusion con células E6, se llevd a cabo una
inmunofluorescencia indirecta (IFI) con el objetivo de evaluar cualitativamente su
concentracion en membrana. Para ello células HxBc2 y 522 inducidas durante 3 dias se
incubaron con sueros de pacientes VIH+ (gp120/gp41 positivos por western blot) como
fuente de anticuerpo primario a una dilucion final 1:50 en buffer de tincidn conteniendo suero
normal de cabra (agente bloqueador) al 20%, esto con el objetivo de tener una amplia
variedad de anticuerpos contra los mitiples epitopes de las proteinas de envoltura. La unién
de los anticuerpos a las células se determind utilizando un segundo anticuerpo anti-lgG
marcado con FITC. Como control se utilizaron células no inducidas y células E6 (no
transfectadas).

Uno de los sueros probados, produjo los mejores resultados. En los histogramas de
la figura 9 se puede observar un desplazamiento hacia mayor fluorescencia tanto en las
células HxBc2 como en las 522 inducidas durante tres dias con respecto a las no inducidas.
Esta fluorescencia no depende de la unién inespecifica del segundo anticuerpo (ver control
de anticuerpo conjugado).

Existe un alto nivel de unién inespecifica que se detecta con el control de células EB6,
ya que la fluorescencia que presentan es semejante a la observada en las células
transfectadas no inducidas. La unién inespecifica de anticuerpos del suero a las células se
manifesté incluso cuando se aumento la concentracion de agente bloqueador de 20 a 40% .

Lo anterior indica que la remocion de la tetraciclina efectivamente induce la expresion

del complejo Env sobre la membrana celular tanto en las células HxBc2 como en las 522
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F/Y. Asimismo, la inmunofluorescencia muestra un alto nivel de unién de los anticuerpos del

suero a células que no expresan las proteinas virales.

Células HxBc2
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Figura 9. Determinacion de la expresién de Env por las células HxBc2 y 522 inducidas por tres dias y no
inducidas para expresar el complejo gp120/gp41. La inmunofiuorescencia indirecta se llevo a cabo usando sueros
de pacientes infectados y anti-lgG marcado con FITC como segundo anticuerpo. Se incluyé un control con células
E6 (no transfectadas) y con el segundo anticuerpo o conjugado. El agente bloqueador (SNC) se utiliz6 al 20%.
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6.5 Dependencia de la fusion del correceptor CXCR4

6.5.1 Efecto del anticuerpo monoclonal 12G5

La infeccion de una célula por el VIH, depende de la interaccion de la proteina viral
gp120 con el receptor CD4 y de un correceptor de la familia de los receptores para
quimiocinas, acoplados a proteinas G principaimente CXCR4 y CCRS5 (28). Es dentro del
loop V3 de gp120 donde se localiza una secuencia que influye de manera importante en el
tropismo del virus, ya sea por células que expresan uno u otro correceptor (32).

Para determinar la dependencia del correceptor CXCR4 en nuestro modelo de fusion
celular mediada por gp120/gp41, evaluamos el efecto sobre la fusién de anticuerpos
monoclonales dirigidos al mismo.

La presencia de CXCR4 en las células Jurkat transfectadas como no transfectadas
se determiné previamente en el laboratorio mediante una inmunofluorescencia directa
utilizando el anticuerpo 12G5 acoplado a FITC. Los resultados mostraron que las 3 lineas

celulares (HxBc2, 522 y E6) tienen una expresion homogénea del correceptor (fig.10).

Cuurie

Figura 10. Inmunofiuorescencia directa con el anticuerpo monoclonal anti-CXCR4 12G5 marcado con FITC. Se

observa que las tres lineas celulares tienen una expresion homogénea del receptor CXCR4.
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La participacion de CXCR4 en la fusién se evalu6 inicialmente utilizando el anticuerpo
12G5, el cual inhibe fuertemente la infeccion de ceélulas por virus tropicos a células T. Este
anticuerpo se une a un epitope conformacional localizado en el primero y segundo loop
extracelular del correceptor (ver figura 16).

Dado que muchos virus tropicos para células T pueden utilizar CCR5 en adicién a

CXCR4, incluimos el anticuerpo 2D7, el cual se une a un epitope localizado en el segundo

loop extracelular de la molécula CCRS5.
Se llevo a cabo un ensayo con células Env+ inducidas durante 36 horas, en donde la
fusion total del cocultivo HxBc2/E6 se inhibid 22.4% con una concentracion de 42.5 pg/ml de

12G5 (valor corregido con respecto al control de células 522/E6). Con la misma

concentracién del 2D7, la fusion permanecié constante (fig. 11).

Efecto de 12G5 y 2D7 sobre la fusién con 36 horas
de induccion (fusion total 11.98%)
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Figura 11. Efecto de los anticuerpos 12G5 y 2D7 sobre la fusion celular con 36 horas de induccién (fusién total

11.98%). Las células E6 se preincubaron con 42,5 ug/ml de los anticuerpos durante 40 minutos a 37°C .

32



Dado que obtuvimos sélo 22.4% de inhibicién, el siguiente experimento lo llevamos a
cabo considerando la hipétesis de Kabat y cols. (39) que propone que cuando la
concentracién de receptores primarios CD4 y gp120 es alta, la dependencia con el
correceptor es minima para desencadenar el proceso de fusién, de tal forma que resultaria
dificil bloquear los correceptores por la adicién de anticuerpos monoclonales. Una cantidad
minima de éstos receptores no ocupados podria ser suficiente para permitir la fusion.

Para tener menor expresion del complejo gp120/gp41 sobre la membrana de las
células, tanto HxBc2 como 522 F/Y se inducieron durante 24 horas y se pusieron en
cocultivo con células E6 preincubadas con concentraciones variables de 12G5 ¢ 2D7
(méaximo 42.5 pg/ml). La figura 12a muestra una gréafica donde se observa que 12G5 no
inhibe e incluso tiende a promover la fusion, mientras que 2D7 la inhibe en un 17%. Este
experimento se repiti® omitiendo la Gltima concentracién de anticuerpo e incluyendo un

control de inhibicién con anti-CD4 (fig. 12b), obteniendo resultados semejantes.

Efecto de 12G5 y 2D7 sobre la fusién con 24
horas de induccion
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Fig. 12 a)
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Efecto de anti-CXCR4 sobre la Efecto de anti-CCRS5 sobre la fusion

fusion con 24 horas de induccion con 24 horas de induccion
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Figura 12. Graficas de inhibicién de la fusién con 24 horas de induccién, a) experimento con una concentracion
maxima de 42.5 pug/ml, no se incluyd un control sin anticuerpo b) experimento con concentracién maxima de

10.98 pg/ml y control con anti-CD4, la fusion total fue de 4.6%. Preincubacion a 37 °C, 40 min.

Se ha descrito que CXCR4 no se encuentra solamente en la membrana plasmatica,
sino también en vesiculas internas en el citoplasma sufriendo procesos de internalizacion y
reciclamiento por la accion de anticuerpos especificos, asi como por estimulos de
proliferacién y la unién a su ligando (14). Con el fin de minimizar un posible reciclamiento del
receptor por la preincubacion a 37 °C, las células E6 se preincubaron en hielo con dos
concentraciones de los anticuerpos 12G5 y 2D7, posteriormente se adicionaron a las células
Env+, manteniéndolas en frio durante 20 minutos adicionales para dar tiempo a la formacion

de contactos intercelulares en presencia del anticuerpo.
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La gréafica de la figura 13 muestra que bajo estas condiciones, 2D7 no modifica la
fusién, mientras que 12G5 la inhibe un 10% con respecto al control HxBc2/E6 sin anticuerpo.
Los controles con células 522 y con HxBc2+anti-CD4 permanecen en el mismo porcentaje, lo

que nos demuestra nuevamente que la fusidn no depende de forma importante de la

presencia de éstos correceptores.

Efecto de 12G5 y 2D7 sobre la fusion con 72
horas de induccion
(16.8% fusion total)
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Figura 13. Efecto de 12G5 y 2D7 sobre la fusién con 72 horas de induccién (fusion total 16.8%). La preincubacién

con el anticuerpo se hizo en hielo a concentracién de 52.6 pg/ml .

6.5.2 Efecto de la hidrdlisis del heparan y condroitin sulfato sobre la fusién

Ademas de los correceptores para quimiocinas, la literatura reporta que el VIH puede
utilizar otras moléculas para hacer mas eficiente el mecanismo de fusién (38), entre ellas se
encuentran los proteoglicanos que participan en procesos de sefializacién y mantenimiento
del microambiente intercelular. Se ha reportado que el complejo heparan-condroitin sulfato
(sindecan) es blanco del virus y promotor de la infeccion. Por otra parte, se sabe que los

linfocitos tienen un alto contenido de ésta molécula en su membrana (6).
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Considerando lo anterior, se llevo a cabo la hidrélisis de éstos proteoglicanos con las
enzimas heparitinasa tipo Ill (29) y condroitinasa en las células CD4+ (E6), esto con dos
finalidades: determinar si ejercian un impedimento de tipo estérico con respecto a CXCR4 de
tal forma que no favorecieran el acercamiento adecuado de 12G5 a su epitope y ademas
conocer si estos mismos participan en el proceso de fusion celular.

La actividad de las enzimas no se determind, sin embargo, se observé que después
de tratar las células, éstas en mas de un 50% se quedaban adheridas al tubo falcon donde
se llevaba a cabo la hidrolisis, algo que no sucede cuando no se exponen a las enzimas;
éste comportamiento se asocié con la reduccién de carga negativa de la membrana celular
por pérdida de los proteoglicanos sulfatados, y por lo tanto, con la actividad enzimatica.

Las células E6 tratadas con heparitinasa o condroitinasa se pusieron en cocultivo con
las células HxBc2 o 522 durante 5 horas. La gréafica 14 muestra, que la hidrolisis de éstos
dos proteoglicanos no afecta la fusién celular, ya que no hubo inhibicién con respecto al

control sin tratamiento.

Tratamiento de las células E6 con heparitinasa y
condroitinasa, efecto sobre la fusion
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Fig. 14. Efecto de la hidrdlisis del heparan sulfato y condroitin sulfato de las células E6 sobre la fusién celular.

Tratamiento con heparitinasa y condroitinasa.
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Cuando células E6 tratadas con la enzima heparitinasa se preincubaron con una
concentracion de 21.7 ug/ml de 12G5, y se cocultivaron con HxBc2 ¢ 522 |, tampoco se

obtuvo un efecto de inhibicion, esto se puede ver en la grafica de la figura 15.
Efecto del anticuerpo 12G5 sobre la fusion con células
E6 tratadas con heparitinasa
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Figura 15. Efecto del anticuerpo 12G5 sobre la fusion con células E6 tratadas con heparitinasa. La preincubacion

se realizé a 37°C.

6.5.3 Efecto del anticuerpo monoclonal A145

Dado que no se observo un efecto significativo del anticuerpo 12G5 sobre la fusion,
se decidio evaluar la actividad de un segundo anticuerpo anti-CXCR4 (A145) dirigido contra

un epitope que se encuentra en el extremo amino terminal del correceptor (fig.16).

37



A145 lelax

CXCR4

Figura 16. Estructura del correceptor CXCR4 y sitio de accion de los anticuerpos A145 y 12G5.

Se probaron 3 dosis de A145 (5.52, 27.02 y 42.50 ug/ml) solas o combinadas con las
mismas concentraciones de 12G5 en células inducidas 3 dias preincubando el anticuerpo en
frio como en el ensayo anterior para disminuir el reciclamiento del correceptor.

La figura 17 muestra una grafica donde 12G5 tiene una tendencia a promover la
fusién aunque con la concentracién mas alta se observa inhibicién del 15%, mientras que el
A145 inhibe 37.3%, efecto que no se ve considerablemente potenciado cuando se combina
con el anticuerpo 12G5. Estos resultados sugieren que en nuestro modelo CXCR4 participa
en el proceso de fusion, siendo la regién amino terminal el principal sitio de unién para

gp120.
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Efecto de anticuerpos anti-CXCR4 sobre la fusion
(fusion total 14.5%)
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Figura 17. Efecto de los anticuerpos monoclonales anti-CXCR4, A145 y 12G5 sobre la fusién en el cocultive con

células HxBc2/EB. Se incluyé un control con células 522/E6. La preincubacion de los anticuerpos se realizé en

hielo.

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos a partir de los ensayos para

evaluar el papel del correceptor CXCR4 en la fusion celular con los anticuerpos

monoclonales 12G5 y A145.
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% ACTIVIDAD
Preincubacion | Induccion 12G5 2D7 A145
(°c) (horas) |(anti-CXCR4)| (anti-CCR5) |(anti-CXCR4)
24 207 17%
a7 (42.5 ug/ml) | (42.5 pg/ml) e
36 2248 0
a7 (42.5 pg/ml) | (42.5 pg/ml) =
72 108 0
4 (52.6 pg/ml) | (52.6 pg/ml) —
72 15 37.38
4 (42.5 pg/ml) - (42.5 pg/ml)

Tabla 1. Efecto de los anticuerpos monoclonales anti-CXCR4 12G5 y A145 y el anti-CCR5 2D7 sobre la fusion
bajo diferentes condiciones experimentales. El porcentaje de actividad corresponde al porcentaje de inhibicién o
promocién de la fusién celular. Las flechas indican el efecto de los anticuerpos sobre la fusion.

& Inhibicién de Ia fusién

T Promocién de la fusion

* Agregacion celular

40



VIl. DISCUSION
7.1 Efecto del nivel de expresién del complejo gp120/gp41 sobre la fusion

El VIH es un retrovirus cuyo proceso de infeccion implica la fusion de la membrana
viral con la membrana de la célula huésped mediante la interaccion de las proteinas de
fusion del virus (gp120/gp41 6 Env) con el receptor primario CD4 y un correceptor de la
superficie de las células blanco principalmente CXCR4 y CCR5, (27). Una vez infectada, la
célula comienza a expresar en su superficie el complejo gp120/gp41, lo cual le permite
fusionarse con células no infectadas CD4+ formando sincicios o células gigantes
multinucleadas in vitro. La detecciéon de virus formadores de sincicios en el suero de
individuos infectados se asocia con la progresion a SIDA (20, 27). Esto ha conducido a la
hipotesis de que la fusion de membranas celulares es proceso que puede contribuir en
forma a la disminucién progresiva de los linfocitos T cooperadores observada en la sangre
de los individuos infectados y a la disfuncién inmunolégica asociada al SIDA.

El estudio de la fusion de membranas inducida por las proteinas de la envoltura del
VIH, es facilitada por la generacion de lineas celulares transfectadas con el gen env del
virus, las cuales se fusionan in vitro con células portadoras de los receptores especificos. En
el presente trabajo se utilizaron células de leucemia humana de la linea Jurkat transfectadas
establemente para expresar el complejo Env de la variante HxBc2 del VIH, cuya actividad
fusogénica es semejante a la de las células infectadas.

La caracterizacion previa de las propiedades fusogénicas de éstas células realizada
por Cao (7), muestra que la expresion de Env se incrementa con el tiempo de cultivo en
ausencia de tetraciclina, la cual actia como represor del gen env. Esta expresiéon puede
detectarse en las células por inmunofluorescencia después de tres dias de cultivo en

ausencia de éste antibidtico, utilizando el suero de un paciente seropositivo a las proteinas

41



gp120 y gp41 y un anticuerpo anti-lgG humano conjugado a fluoresceina, (fig 9). Es
interesante notar que los anticuerpos del suero de los pacientes son altamente reactivos con
la superficie de células no inducidas y aun con células no transfectadas (células E6). Esta
actividad se debe probablemente al estado de hiperactividad inmunolégica inducida por la
infeccion en la mayoria de los individuos infectados (26).

El incremento en la expresion de Env con el tiempo de induccién se utilizd para
determinar si la fusién depende del nivel de expresién de Env. Los resultados muestran que,
efectivamente, entre mayor es el tiempo de induccion en las células transfectadas, mayor es
el porcentaje de fusion obtenido.

Estudios sobre la localizacién de los receptores que median la fusién han mostrado
que CD4 y gp120 se encuentran asociados a microdominios lipidicos de membrana (29)
formadas principalmente por glicoesfingolipidos (GSL) y colesterol (“lipid rafts”). Cuando
gp120 reacciona con CD4, ocurren cambios conformacionales que exponen el sitio de unién
para el correceptor, el cual debe desplazarse hacia el sitio de la interaccion gp120-CD4 por
un proceso de desestabilizacion de la membrana (24, 29). Para que esto ocurra es
necesario que al menos tres heterodimeros gp120/gp41 reaccionen con tres receptores CD4
(40). Por lo tanto, la concentracion de éstas moléculas en la membrana celular, debe
alcanzar un umbral que favorezca la formacion de los complejos multimoleculares
necesarios para que el proceso de fusion se lleve a cabo.

El incremento en la cantidad de células fusionadas que resulta de un tiempo mas
largo de induccion, indica que paulatinamente, mas células alcanzan el nivel de expresion de
Env requerido para promover la fusion. Asimismo, el aumento en el tiempo de induccién
también favorece la formacion de productos de fusién de gran tamario (fig. 6), indicando que
un alto nivel de expresion de Env podria otorgar a las células HxBc2 la capacidad de

fusionarse con varias células E6.
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El estudio del reclutamiento de células de cada poblacion en los sincicios se ha
abordado recientemente en el laboratorio mediante la observacion del cambio en el nimero
de células no fusionadas que acompana a la generacion de productos de fusion. Asumiendo
que una disminucién en el nimero de células de cada poblacion refleja su incorporacion en
las fusiones, se ha determinado que, efectivamente, las fusiones incorporan mas células E6
que HxBc2. Por lo tanto, la expresion de niveles altos de Env en las células HxBc2 se asocia
con la fusion de varias células E6 con una Env+.

Notablemente, la cantidad de células fusogénicas totales no rebasa el 21%.
Asumiendo que cada sincicio incorpora al menos una célula de cada tipo, esto implica que la
fusion involucra al menos al 42% de las células de cada poblacion. Este porcentaje se
asocia probablemente a heterogeneidad en el ciclo celular, propio de las lineas celulares en
cultivo.

Estudios recientes en el laboratorio muestran que las células fusionadas, incluyendo

las de tamario mayor, permanecen 100% viables al menos 24 horas (datos no mostrados).

7.2 Papel del correceptor CXCR4 en la fusion

El anélisis del papel del correceptor CXCR4 en la fusion se llevd a cabo estudiando el
efecto de anticuerpos monoclonales anti CXCR4 en diferentes condiciones experimentales:
distintos niveles de expresion del complejo Env en la membrana, diferentes temperaturas de
preincubacién y digestion de proteoglicanos de la membrana citoplasmica.

En la tabla 1 se resumen los principales resultados obtenidos en las condiciones
descritas.

Cuando la expresion de Env se indujo durante 24 horas, el anticuerpo 12G5 (anti-

CXCR4) incremento la fusién en un 20% con respecto al control sin anticuerpo. En cambio,
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2D7 (anti-CCR5), la inhibié en un 17%. Es probable que con bajos niveles de expresion de
Env, la fusién se incremente por el anticuerpo 12G5 debido a su capacidad para promover la
aglutinacion celular (fig. 11). Por otro lado, la inhibicion por el 2D7 implica que éste
correceptor participa en la fusién cuando la expresion de Env en la superficie celular es baja.

Con células inducidas durante 36 horas, se obtuvo 22.4% de inhibicion de la fusion
con el 12G5, siendo el maximo nivel obtenido con éste anticuerpo, mientras que anti-CCR5
practicamente no modifico el porcentaje.

El ensayo donde se usaron células con tres dias de induccion tan solo se inhibio la
poblacién doble fluorescente 10% en presencia de 12G5, en tanto que 2D7 no mostro
actividad considerable.

Estos resultados sugieren que hay una dependencia entre la concentracion del
complejo gp120/gp41 y el uso del correceptor, es decir, aparentemente cuando hay bajo
nivel de glicoproteinas (24 horas de induccion), el receptor que participa es CCRS5, por lo que
se puede inhibir con 2D7, mientras que CXCR4 no es utilizado. Cuando las células se han
inducido 36 horas, la poblacion fusionada decrece 22.4% y a 72 horas un 10%, sugiriendo
que bajo la primera condicién, la concentracion de Env es la 6ptima para hacer participe a
CXCRA4.

La molecula CXCR4 sufre procesos de reciclamiento, es decir, se encuentra
almacenado en vesiculas citoplasmicas y cuando la célula se expone a algin estimulo, por
ejemplo de proliferacién, CXCR4 es liberado hacia la superficie celular. Después de algunos
minutos su concentracion declina nuevamente (14). Este reciclamiento puede ser inducido
por SDF-1 (el ligando enddgeno), y por anticuerpos especificos. En particular, la
internalizacion de complejos CXCR4-anticuerpo, produce la disociacién de éstos en el
citoplasma, liberando moléculas de CXCR4 a la superficie celular. Este proceso podria evitar

que la fusion sea inhibida por anticuerpos anti-CXCR4. Para minimizar esta posibilidad, las
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células E6 se preincubaron en frio con el anticuerpo 12G5. En estas condiciones, sin
embargo, tampoco se observd inhibicion de la fusion por éste anticuerpo, sugiriendo
nuevamente, que la cantidad del complejo glicoprotéico es mas importante. Es probable que
a los tres dias de induccion, la concentracion del complejo gp120/gp41 sea tan alta que la
reaccion con el receptor primario CD4, con quien tiene alta afinidad, sea suficiente para
promover la fusion, siendo el correceptor innecesario o sblo parcialmente utilizado.

Los resultados de los ensayos en los que el heparan y condroitin sulfato se
hidrolizaron para dar mayor acceso al correceptor, indican que la falta de actividad
inhibitoria de la fusién por el anticuerpo 12G5, no se debe a un impedimento de tipo estérico
de éstos proteoglicanos sobre la interaccion del anticuerpo con CXCR4. De nuevo, ésta
observacion es compatible con una participaciéon marginal del correceptor en la fusion.
También, observamos que ninguno de éstos proteoglicanos participa en el mecanismo de
fusion célula-célula, ya que el porcentaje de fusién obtenido con las células tratadas y no
tratadas enzimaticamente, fue similar.

Ademas del anticuerpo 12G5 cuyo epitope se encuentra localizado en el primero y
segundo loop extracelular de CXCR4, se probd la actividad inhibitoria del anticuerpo
monoclonal A145. El epitope de éste segundo monoclonal se encuentra localizado en la
region extracelular amino terminal del correceptor. Este anticuerpo produjo el mayor
porcentaje de inhibicién de la fusion (37.3%). No hubo efecto sinérgico con el anticuerpo
12G5. Estos datos indican que el extremo amino terminal de la molécula CXCR4 es la que
participa principalmente en la fusién, mientras que las primera y segunda horquilla lo hacen
sélo marginalmente. Se ha reportado que el anticuerpo A145 tiene una baja capacidad para
inhibir la infeccién viral (49). Nuestras observaciones indican, sin embargo, que la fusion

célula-célula podria ser mas eficientemente inhibida por A145 que la fusion virus-célula.
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En resumen, la participacion de CXCR4 en el proceso de fusion depende de la
concentracion de Env, ya que cuando ésta se eleva, aparentemente el correceptor es
innecesario. Alternativamente, otros correceptores podrian estar involucrados en la fusion,
como lo han sugerido estudios de fusion virus-célula, donde el anticuerpo 12G5 no siempre
inhibe la infeccion celular (30). Adicionalmente, cabe la posibilidad de que CXCR4 esté
participando en la fusion celular y que los anticuerpos 12G5 y A145 se unan a epitopes de
poca afinidad con gp120 y por lo tanto poco importantes para inducir la fusion, de tal forma
que sean otras secuencias las que medien con mayor eficiencia el proceso. Un estudio
sobre la conformacion del receptor CXCR4, muestra que esta puede ser variable
dependiendo del tipo de célula que lo expresa, de tal forma que la actividad de un anticuerpo
dirigido contra éste receptor depende de la célula sobre la cual se pruebe (2). Por lo tanto,
podriamos sugerir que la linea celular Jurkat tiene modificado conformacionalmente a
CXCR4, de tal forma que no une a 12G5, aunque si participa en la fusién celular.

Dada la dependencia del efecto de 12G5 de la expresion de Env descrita antes,
nuestros resultados son congruentes con la hipotesis de que la participacion de CXCR4 en

la fusion esta condicionada por el nivel de expresion de Env.
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Vill. CONCLUSIONES

» La magnitud de la fusién célula-célula mediada por las proteinas de envoltura del
VIH (gp120/gp41), es dependiente de la concentracion de éste complejo
expresado en la membrana celular.

e La fusion se puede inhibir completamente con anticuerpos anti-CD4 vy
parcialmente con anticuerpos anti-correceptor. Por lo tanto, este proceso depende
estrictamente de la molécula CD4 y sélo parcialmente del correceptor CXCR4
CXCR4.

e« El uso de CXCR4 depende de la concentracion del complejo Env expresado en la
membrana, ya que si ésta es elevada, la dependencia de la fusion del correceptor
se reduce.

» El reciclamiento del correceptor CXCR4 no es causa de su intervencion parcial en
la fusion célula-célula.

* La participacion del correceptor CXCR4 en el proceso de fusion celular depende
aparentemente de su extremo amino terminal, ya que el anticuerpo A145 inhibio
mayor porcentaje de la fusion.

e Los proteoglicanos heparan y condroitin sulfato no afectan la interaccién entre
gp120 viral y CXCR4, ya que no se observé actividad inhibitoria de la fusion por el

anticuerpo 12G5 cuando se hidrolizaron éstas moléculas.
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IX. APENDICE

Caracteristicas del virus y estructura

El VIH es un virus envuelto cuyo genoma esta codificado por RNA y depende de la
enzima transcriptasa reversa para codificar su genona a DNA; consta de dos cadenas de
RNA de sentido positivo de 9.2 kb cada una, asociadas a proteinas para darle estabilidad.
Este complejo nucleoprotéico esta protegido por una capside que a su vez es recubierta por

una bicapa de fosfolipidos que proviene de la membrana de la célula huésped (figura 1).

Figura 1. Estructura del VIH, a. Complejo gp120/gp41, b. Core, c. RNA, d. Transcriptasa reversa, e. Envoltura

lipidica
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Su genoma esta limitado en los extremos por secuencias de repeticiones terminales
largas (LTR) que regulan la integracion y la expresion del DNA viral (fig. 2); estas secuencias
tienen afinidad por factores de transcripcion de la célula huésped, favoreciendo la expresion

de las proteinas virales (15).

El VIH tiene los tres genes estructurales caracteristicos de los retrovirus: gag, pol,
env.

El gen gag codifica un precursor que se escinde en 4 proteinas que forman la
estructura de la capside; pol expresa un precursor que genera las enzimas proteasa, Gtil
cuando se expresan proteinas precursoras, endonucleasa para integrar el DNA viral en el
genoma del huésped y la transcriptasa reversa que es la polimerasa que transcribe el RNA a
DNA. El gen env también expresa un precursor (gp160) que genera las proteinas
glicosiladas gp120 y gp41 que se anclan en la envoltura lipidica y son las encargadas de los
procesos de fusién celular.

Otras proteinas de gran importancia en la regulaciéon de la infeccion viral son
expresadas por genes que también constituyen el genoma del VIH, entre ellos rev, tat, nef,
vpu, vif y vpr.

Tat es una proteina que hace eficaz la transcripcion al unirse a una secuencia de
iniciacion en LTR, y se ha demostrado in vitro que su ausencia empobrece el proceso de
elongacion. La proteina Rev tiene afinidad por el RNA al reconocer una secuencia especifica
dentro de la estructura del gen env, favoreciendo su transporte fuera del nucleo y facilitando
de esta manera la traduccion del RNA. Nef también es llamada “factor negativo” por su
capacidad de aumentar o disminuir la capacidad de replicacion viral, ademas de reducir la
expresion de MHC clase | y del receptor CD4, lo cual afecta la activacion de las células T. Vif
se puede encontrar acumulada en el citoplasma y en la membrana plasmatica de las células

infectadas; tiene la capacidad de incrementar la infectividad del virus. Vpr causa el arresto
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de la célula huésped en la etapa G2 del ciclo celular y la proteina Vpu participa en la
liberacién del virus de la célula huésped y en la hidrolisis de los complejos gp160-CD4

formados intracelularmente.

| = 9200 KB -
r+m+
= nef
g3y vif ©|.. env...
LTR = LTR
pol vpr I—q-tg,t-pu

Figura 2. Estructura del genoma del VIH, tiene los tres genes caracteristicos de los retrovirus (gag, pol y env),

ademas de los reguladores presentes en los lentivirus (vif, nef, tat, rev, vpu, vpr).
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CICLO DE INFECCION DEL VIH

Fusién de las

3 membranas viraly Ensamblaje del
celular nuevo virus @

\ = Proteasa viral

Transcriptasa
reversa

h Proteinas virales
: t rorau

Figura 3. Ciclo de infeccion del VIH. El primer paso es la interaccion entre gp120 viral y el receptor CD4 de la
célula blanco que desencadena el proceso de fusién de membranas que le permite al virus “inyectar” su material
genético (RNA). Su genoma se transcribe a DNA por medio de la transcriptasa reversa y posteriormente se
incorpora al genoma humano por medio de la integrasa; son las proteinas reguladoras las encargadas de modular

la expresion protéica para finalmente ensamblar una nueva progenie viral.
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