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1. Abreviaturas

7-AAD: 7-amino-actinomicina D.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

APC: aloficocianina, fluorocromo.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNM: acido ribonucleico mensajero.

BrdU: bromodeoxiuridina, analogo de timina.

BSA: albumina sérica bovina por sus siglas en ingles.

CDC: siglas en ingles del Centro para el control y Prevencion de enfermedades.

CDK: siglas en ingles de cinasa dependiente de ciclina.

CD4: designador de grupo 4 por sus siglas en inglés, glicoproteina que funciona como
receptor en células T, células dendriticas, macréfagos y monocitos, y es empleado por el
HIV-1.

Dil: perclorato de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametilindocarbocianina.

DiO: perclorato de 3,3’-dioctadeciloxocarcocianina.

DMSO: dimetil sulfoxido.

DPBS: solucion amortiguadora salina de fosfatos de Dulbecco.

FRET: transferencia de energia de resonancia de Forster, se refiere a que la energia de
excitacion de un fluorocromo puede transferirse a otro cercano.

FSC: siglas en ingles de dispersion frontal (forward scatter), se detecta la dispersion del
laser en un angulo pequefio que es proporcional al tamafio de la particula que interfiere
entre el laser y el detector.

HIV-1: virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) por sus siglas en ingles.



IP: yoduro de propidio.

LTR: siglas en ingles de las secuencias gendmicas del HIVV-1 que conforman terminaciones
largas repetitivas.

MPF: factor promotor de la mitosis por sus siglas en inglés

PBMC: siglas en ingles de las células mononucleares de sangre periférica.

PHA: fitohemaglutinina.

PMA: forbol 12-miristato 13-acetato.

PIC: siglas en ingles del complejo de preintegracion.

RT: reversotranscriptasa o retrotranscriptasa.

SFBi: suero fetal bovino inactivado.

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SIV: siglas en ingles del virus de inmunodeficiencia de los simios.

SSC: siglas en ingles de dispersion lateral (side scatter), se detecta la dispersién del laser en

un angulo de 90 °C que es proporcional a la complejidad o granularidad celular.



2. Resumen

Las células infectadas por el HIV-1 sintetizan y expresan en su membrana las
proteinas virales Gp120 y Gp41 (complejo Env). La interaccion entre células Env® y los
receptores CD4 y CXCR4 de linfocitos no infectados produce la fusién de membranas,
conduciendo a la formacion de células multinucleadas o sincicios. La formacion de células
multinucleadas se observa frecuentemente en cultivos ex vivo de células infectadas por el
HIV, asi como en diversos tejidos de individuos portadores del virus. El origen y funcion
de los sincicios en la infeccion por el VIH estan poco estudiados. El objetivo del presente
trabajo fue determinar el efecto de la formacion de sincicios sobre las dinamicas de
proliferacion, viabilidad y ciclo celular de las poblaciones celulares en cocultivo durante
experimentos de fusion celular inducida por las proteinas Env del HIV-1 in vitro.

En éste trabajo, se utiliz6 un modelo experimental que consiste en la utilizacion de
células Jurkat transfectadas con el gene que codifica para las proteinas de envoltura del
VIH (células Env®), en cocultivo con células Jurkat CD4'CXCR4". Las células se
marcaron con colorantes fluorescentes de membrana (DiO para las células Env® y Dil para
las células CD4"), se cocultivaron para permitir la fusion y se analizaron por citometria de
flujo. Las células fusionadas se detectaron como células con doble fluorescencia, mientras
que las células que permanecieron sin fusionarse como células de un solo color. La cinética
de las poblaciones fusionada y no fusionada se determiné mediante un ensayo de citometria
de flujo de tres colores, que incluy6 la adicién de un nimero fijo de perlas fluorescentes de
referencia para calcular el nimero absoluto de células en cada poblacion. El estudio del
ciclo celular durante la formacion de sincicios se realiz6 mediante un ensayo de citometria

de flujo de cuatro colores, determinando la incorporacion del andlogo de nucle6tido
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bromodeoxiuridina (BrdU) y el contenido relativo de ADN en células fusionadas y no
fusionadas (células espectadoras).

Los resultados mostraron que el ciclo celular de las células CD4" no fusionadas
(células CD4" espectadoras) en cocultivos es igual al de cultivos control (monocultivos de
células CD4"), después de 6, 24 y 48 horas. En cambio, las células Env" tienen nula
capacidad replicativa tanto en monocultivos como en cocultivos con las células CD4",
debido a un detenimiento en la fase G;. Las poblaciones de células espectadoras (tanto
Env’ como CD4") disminuyeron desde las primeras 8 horas de cocultivo, coincidiendo con
la generacion de sincicios (~#20% de las células en cocultivo). Después de 4 dias en
cocultivo, la poblacion de células CD4" espectadoras muestran un niimero 10 veces menor
a la de células CD4" en cultivos control (monocultivos). La disminucion del ndmero de
células CD4" no fusionadas en los cocultivos no se debi6 a una disminucion de su
capacidad replicativa, sino a su constante reclutamiento en los sincicios. El ciclo celular de
los sincicios mostr6 que durante las primeras seis horas de cocultivo, entre el 60 y 70%
presentan sintesis de ADN. Lo anterior, es debido probablemente a las células CD4" en fase
S que se incorporaron en los sincicios. Sin embargo, el porcentaje de sincicios que
sintetizaron ADN se redujo aproximadamente a la mitad a las 24 horas. Aunque, una parte
de los sincicios (~23%) retienen la capacidad de sintetizar ADN, hasta por 48 horas, aun
cuando se inhibi6 el reclutamiento de mas células con la presencia de un inhibidor de la

fusion.
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3. Abstract

Cells infected by HIV-1 synthesize and express in their membrane the viral proteins
Gp120 and Gp41 (Env complex). The interaction between Env® cells and CD4 and CXCR4
receptors on uninfected lymphocytes leads to membrane fusion, resulting in the formation
of multinucleated cells or syncytia. The formation of multinucleated cells is frequently
observed in ex vivo cell cultures infected with HIV, as well as in several tissues of
individuals carrying the virus. The origin and function of syncytia in HIV infection is
poorly studied. The aim of this study was to determine the effect of the formation of
syncytia on the dynamics of proliferation, viability and cell cycle of cell populations in
coculture during cell fusion experiments induced by Env proteins of HIV-1 in vitro.

In this work, we used an experimental model consisting of Jurkat cells transfected
with the gene encoding the HIV envelope protein (Env® cells), in coculture with CD4"
CXCR4" Jurkat cells. Cells were labeled with lipophilic fluorescent dyes membrane (DiO
for Env® cells and Dil for CD4" cells), were cocultured to allow fusion and analyzed by
flow cytometry. Fused cells were detected as double-fluorescent, whereas individual cells
remained as single-colored. The kinetics of fused and unfused populations was determined
by flow cytometry assay of three colors, which included the addition of a known number of
fluorescent beads of reference to calculate the absolute number of cells in each population.
The study of the cell cycle during syncytia formation was performed with a flow cytometry
assay of four colors. In cells in coculture we determined the incorporation of the nucleotide
analog bromodeoxyuridine (BrdU) and the relative content of DNA in fused and unfused

cells (bystander cells).
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Results showed that the cell cycle of CD4" unfused cells (bystander cells) in
cocultures was not modified respective to control cultures (monocultures of CD4" cells),
after 6, 24 and 48 hours. In contrast, Env" cells had no replicative capacity both in
monoculture and in coculture with CD4" cells, due to an arrest in the G; phase. Bystander
cells populations (both Env*® and CD4") decreased from the first 8 hours of coculture,
coinciding with the generation of syncytia (+20% of the cells in coculture). After 4 days in
coculture, CD4" bystander cells populations are 10 times lower than the CD4" cells in
control cultures (monocultures). Thus, reducing the number of CD4" cells in coculture was
not due to a decrease in their replicative capacity, but its constant recruitment into syncytia.
Results of cell cycle of syncytia showed that during the first six hours of coculture, between
60 and 70% have DNA synthesis. This is probably due to CD4" cells in S phase are
incorporated into syncytia. However, the porcentage of syncytia that syntetized DNA were
reduced by approximately half at 24 hours. Although some syncytia (=23%) retained the
ability to synthesize DNA, up to 48 hours, even when inhibited the recruitment of more

cells with the presence of a fusion inhibitor.
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4. Introduccion

El virus de inmunodeficiencia humana adquirida (VIH o HIV por sus siglas en
inglés) se descubrié en asociacién con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) (54, 100). La patologia caracteristica de dicho sindrome es la marcada reduccion de
células CD4", lo cual causa inmunosupresion al individuo afectado volviéndolo susceptible
a la infeccion de agentes patdgenos oportunistas, ademas de ser asociado al riesgo de
padecer cancer (26, 27, 170). EI HIV-1 es miembro del genero Lentivirus en la familia
Retroviridae con los cuales comparte la caracteristica de que su material genético esta
basado en moléculas de ARN, que en el caso del HIV-1, esta constituido por dos hebras de
éste acido nucleico (100).

Los lentivirus constituyen un grupo de diversos virus animales entre los cuales se
pueden mencionar el virus de la anemia infecciosa equina, uno de los primeros virus
identificados en la naturaleza en 1904 por Vallee y Carre (166). Dicho virus, infecta
macrofagos principalmente derivando en problemas de anemia hemolitica autoinmune y
encefalopatia (166). El virus de la artritis-encefalitis caprina, que infecta también
macrofagos, produciendo inmunodeficiencia, artritis y encefalopatia. El virus de
inmunodeficiencia felino (FIV por sus siglas en inglés) y el virus de inmunodeficiencia de
simio (SIV por sus siglas en ingles), infectan felinos y primates respectivamente. En ambos
casos, la célula blanco para la infeccion son los linfocitos T, estas infecciones originan
inmunodeficiencia y encefalopatias en sus respectivos hospederos (30, 60, 99, 100).

Hacia el afio de 1981 se describieron y publicaron los primeros casos de SIDA en
jévenes homosexuales en Nueva York y San Francisco (25, 26, 27). El cuadro clinico era

caracterizado por el predominio de enfermedades oportunistas tales como: sarcoma de
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Kaposi, neumonia por Pneumocystis carinii y una linfodenopatia persistente. En 1983
Barré-Sinoussi y sus colaboradores del Instituto Pasteur recuperaron un virus que poseia
actividad de retrotranscripcion, en tejido de nddulos linfaticos en hombres con
linfoadenopatia generalizada persistente (PGL por sus siglas en inglés) (10). Luc
Montagnier, investigador del Instituto Pasteur fue quien identificé al VIH como agente
causal de tal sindrome, para 1984, Robert C. Gallo publicé evidencia virologica y

epidemioldgica de que el nuevo virus (HIV-1) era el causante del SIDA.

4.1 Estructura de la particula viral del HIV-1

Las particulas virales son de forma esférica con un didametro de alrededor de 100-
120 nm, poseen un cono oscuro a la vista del microscopio electronico (capside) de un largo
aproximado de 100 nm y un ancho de 50 a 40 nm (100) (Fig. 1). La estructura mas externa
del virion es una bicapa lipidica que constituye la superficie. La bicapa lipidica proviene de
la membrana plasmatica de la célula hospedera de la que proviene cada virion. De ésta
sobresalen proyecciones que son trimeros de estructuras formadas a partir de complejos de
dos glicoproteinas llamadas Gp120 y Gp41 (trimeros de complejos Gp120/Gp41l). La Gp4l
es una glicoproteina que se encuentra anclada a la membrana de la superficie de la
particula, es decir, es transmembranal. Por su parte, la Gp120 se encuentra fuertemente
unida a Gp41 a través de enlaces no covalentes en el domino extracelular de ésta Gltima.
Tanto Gp41 como Gp120 derivan de un solo precursor llamado Gp160 el cual es cortado en
dos fragmentos, éste precursor comun, es codificado por el gene env, por lo cual también en
su conjunto éstas proteinas son llamadas proteinas Env. La forma y la integridad del virion

estan dadas por la expresion de los genes de la regién gag. La matriz se encuentra al
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interior de la particula viral por debajo de la superficie. La proteina Gag p17 constituye a la
matriz y se encuentra adherida en la cara interna de la bicapa lipidica de la superficie. La
capside se localiza de manera mas interna que la matriz. La proteina Gag p24 forma la
estructura de la capside y nucleocapside. EI material genético del virus esta asociado a
ARNIt capturado de la célula hospedera durante el ensamblaje de las particulas virales. Las
proteinas producto de la expresion de los genes gag, son p6 y p9 las cuales se encuentran
asociadas a las hebras de ARN que constituyen el genoma del virus y son llamadas
proteinas de la nucleocapside. Ademas, la capside contiene proteinas esenciales para en la
capacidad infectiva del virus, éstas son la reversotranscriptasa, la integrasa, y la proteasa.
En la Tabla 1, se resume los genes del genoma viral, asi como las modificaciones
postraducionales que sufren los transcritos primarios, los productos de éstos y las funciones

de los mismaos.
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~ RNA genomico

~ Membrana

Figura 1. Estructura de la particula viral del HIV-1. Imagen adaptada de Hedestam GBK et al,
2008.
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side.

Gene Modificaciones Proteina Funcion Referencias
pos-
traduccionales
gag La proteasa viral Matriz (MA; Importacion nuclear del Gallay et al., 1995
corta la polipro- pl7) PIC (complejo de prein- 'y 1996.
teina Gag (Pr55) tegracion por sus siglas Scarlata y Carter,
durante la madu- en ingles), exportacion 2003.
racion virica. de los complejos de Bukrinskaya, 2007.
RNA de gag al citosol, Ganser-Pornillos et
unién a la membrana y al., 2008.
formacién del virion y
PIC.
Cépside (CA; Union a la membrana 'y Scarlata y Carter,
p24) formacion de la céap- 2003.

Bukrinskaya, 2007.
Ganser-Pornillos et
al., 2008.

Nucleocapside
(NC; p24)

Unién a la membrana,
formacién del virion y
el PIC, union al RNA y
cofactor de la RT,
seleccion del RNA ge-
noémico, empaqueta-
miento y dimerizacién
durante el ensamble
virico.

Scarlata y Carter,
2003.

Bukrinskaya, 2007.
Ganser-Pornillos et
al., 2008.

Mougel et al.,
2009.

SP1

Regulacion de la tasa de
clivaje, unién a la mem-
brana y formacion del
virion.

Bukrinskaya, 2007.
Ganser-Pornillos et
al., 2008.

SP2

Regulacion de la tasa de
clivaje, unién a la mem-
brana, gemacion del
virus y formacion del
virion.

Bukrinskaya, 2007.
Ganser-Pornillos et
al., 2008.

p6

Recluta a Vpr hacia el
virion, el  dominio
PTAP involucrado en
interacciones con pro-
teinas del hospedero,
unién a la membrana y
formacion del virion.

Paxton et al., 1993.
Scarlata y Carter,
2003.

Bukrinskaya, 2007.
Ganser-Pornillos et
al., 2008.

Salgado et al.,
2009.
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gag- La poliproteina p6* Estabilizacion de inte- Chiu et al., 2006.
pol Gag/pol (Pr160) (polipéptido racciones Gag-Gag/pol
es cortada por trasframe; TF) y activacion de corte
medio de la pro- mediante proteasa (PR)
:ﬁgzahrggirg:tedﬁ Reverso Sintesis de ADNc viral Basu et al., 2008.
virus. transcriptasa y (actividad enziméatica Mougel et al.,
RNasa H (RT: de reverso transcripcion 20009.
heterodimero ~ con actividad de ribo-
p66/p51y pl5) nucleasa H localizada
en la region C-terminal
de la subunidad p66).
Proteasa (PR; Corte de la poliproteina Bodeny
pll) Gag y la poliproteina Markowitz, 1998.
Gag/pol, maduracion Louis et al., 2007.
virica.
Integrasa (IN; Importaciéon nuclear del Gallay et al., 1997.
p31) PIC, integracion del Poeschla, 2008.
ADNCc viral dentro del Woodward et al.,
genoma del hospedero.  2009.
env La proteina Env Gp120 (SU) Interaccion con el re- Melikyan, 2008.
(Gp160) es cor- ceptor CD4 y correcep-
tada por protea- tores de la célula hospe-
sas celulares. dera.
Gp4l (TM) Anclaje de los comple- Weissenhorn et al.,
jos Gpl20/Gp4l en la 2007.
membrana viral, fusion Melikyan, 2008.
de membranas con la
célula blanco.
tat Transactivador Inicio de la transcrip- Seelamgari et al.,
(Tat; p16/p14) cidn a partir de los LTR  2004.
virales, remodelacion Barboric y Peterlin,
de la cromatina, regula- 2005.
cion de la apoptosis, Bolingery Boris-
modulacion de la res- Lawrie, 20009.
puesta inmune del hos-
pedero.
rev Regulador de Control de la integra- Cullen, 2003.

la expresion de
proteinas vira-
les (Rev; p19)

cién del provirus, ex-
portacion nuclear del
ARN viral sin corte y
empalme, estimulacion
de la traduccion del
ARN viral.

Seelamgari et al.,
2004.

Groom et al., 20009.
Levin et al., 2009.
Suhasini y Reddy,
2009.
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nef

Factor negati-
vo (Nef; p27)

Regulacion negativa del
receptor CD4, regula-
cion negativa de MHC-
I y MHC-II, interfiere
sefiales de traduccion,
mejora la infectividad
(rearregla la actina del
citoesqueleto).

Stumpter-Cuvelette
etal., 2001.
Seelamgari et al.,
2004.

Anderson y Hope,
2004.

Foster y Garcia,
2008.

vif

Factor de in-
fectividad viral
(Vif; p23)

Inactivacion de la res-
puesta inmune del hos-
pedero via union a la
apolipoproteina B en-
zima de edicion de
ARNm (APOBEC3) y
del factor regulador de
interferon (IRF3).

Seelamgar et al.,
2004.

Barraud et al.,
2008.

Okumura et al.,
2008.

vpr

Proteina viral
R (Vpr; p14)

Importacion nuclear del
PIC, control de la rever-
sotranscripcion,  blo-
queo del ciclo celular
(en fase Gy), induccion
de apoptosis, transac-
tivacion de los LTR
virales y genes de la
célula hospedera, inhi-
bicion del corte y em-
palme de pre-ARNm.

Seelamgari et al.,
2004.

Okumura et al.,
2008.

vpu

Proteina viral
U (Vpu; pl6)

Degradacion del recep-
tor CD4, liberacion de
particulas virales, regu-
lacion de la apoptosis.

Seelamgari et al.,
2004.

Neil et al., 2008.
Nomaguchi et al.,
2008.

*Tabla adaptada de: Pluta y Kacprzak, 2009.
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4.2 Ciclo replicativo

El ciclo de replicacion del VIH depende de la infeccidon de una célula humana que
exprese el receptor y los correceptores adecuados (Fig. 2). El receptor CD4 de superficie en
las células diana es reconocido por las proteinas de envoltura del VIH (trimeros de
complejos Gp120/Gp41) (34, 94, 141). Los trimeros Env (en sus regiones V3 de la Gp120)
reconocen y se unen de manera no covalente al dominio CDR2 de la molécula CD4. La
unién entre Gp120 y los trimeros Env provoca cambios conformacionales que exponen
sitios que interacttan con el correceptor, tanto en las Gp120 como probablemente las Gp41
(157) (Fig. 3). Los principales correceptores para la infeccion por VIH son el receptor para
B-quimiocinas CCR5 en macrdfagos vy el receptor para a-quimiocinas CXCR4 en linfocitos
T CD4" (1, 42). La extension del complejo de fusion trimérico helicoidal ocurre después de
la union al receptor y correceptor. EI complejo de fusion esta formado por las hélices de los
dominios llamados péptidos de fusion de cada una de las Gp41 que integran al trimero. Las
hélices amino terminales del complejo de fusion se insertan en la membrana de las células
blanco. Los trimeros Env son objeto de un nuevo cambio conformacional que genera un
paquete de seis hélices (82). La energia generada debido a ésto, es suficiente para ocasionar
la formacion de un poro de fusion (109, 113, 114). La participacién de moléculas de
adhesion de la misma célula facilita el proceso de fusidn, al interactuar con sus ligandos
que se encuentran en la membrana del virién. Aln se desconoce el nimero de trimeros que
participan en los procesos de fusion de membranas. Sin embargo, modelos matematicos
muy serios intentan dilucidar cuantos trimeros de Env requiere una particula viral para
poder infectar una célula. Algunos autores han sugerido que solo se requiere un trimero

funcional (185), lo cual podria explicar el por qué aln a pesar de la alta tasa de errores en la
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sintesis de las proteinas Env, la patogenicidad del VIH es tan elevada. No obstante, éstos

resultados han sido controvertidos y cuestionados (108).

Proteinas virales
gag pol env < Vif
Membrana o p17(MA) = p11(PR) e gp120(su) “ VPr
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Figura 2. Ciclo replicativo del HIV-1. Imagen adaptada de Pluta y Kacprzak,
20009.

El tropismo es mas marcado hacia la infeccion a macrdfagos durante los estadios
tempranos de la infeccion. Lo anterior ocurre porque las particulas virales son inicialmente
trépicas al correceptor CCR5. Un cambio de tropismo ocurre con el avance de la

enfermedad, hacia el correceptor CXCR4 caracteristico de linfocitos.
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Figura 3. Interaccion de las proteinas Env del HIV-1 con su receptor y correceptor en la célula
blanco. Imagen adaptada de Karlsson Hedestam GB et al., 2008.

La liberacion de la capside viral hacia el citoplasma ocurre después de la fusion de
membranas entre la célula blanco y la particula viral. La proteina Nef induce un rearreglo
de la actina favoreciendo el desplazamiento de la capside a través de la barrera de actina
cortical subyacente a la membrana plasmatica (22). La actina facilita el movimiento de
corto alcance de la capside del virus a otra regién del citoplasma periférico y
posteriormente los une a los microtabulos para el transporte eficiente hacia el ndcleo
celular (112). La céapside se ancla al poro nuclear y tras ocurrir la retrotranscripcion ocurre
la descapsidacién para formar el complejo de preintegracion (PIC). El PIC es transportado
al interior del nacleo, donde el ADN viral puede integrarse al material genético del
hospedero. La observacion del trafico de la capside viral en células vivas marcando la

tubulina con compuestos fluorescentes, permitié visualizar como ésta se desplaza a lo largo
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de los microtdbulos hacia el nucleo celular (112). También, la integrasa se ha marcado con
fluorescencia y se ha visto como atraviesa hacia el compartimiento nuclear mostrando una
cinética caracteristica de los microtubulos y de la actina (7). Las proteinas estructurales del
virus son capaces de autoensamblarse y son transportadas hacia la membrana plasmatica de
la célula. Sin embargo, la formacion de particulas infecciosas de HIV-1 maduras depende
de la separacion de los componentes de Gag (Pr55) y Gag-pol (Pr160) por parte de la

proteasa (107, 141).

4.3 Formacion de sincicios mediada por las proteinas de envoltura del HIV-1

La formacién de sincicios se asocia a la patogénesis de la enfermedad y es
considerada con un posible mecanismo que contribuye a la deplecion de células CD4" (41,
186). Las células infectadas por el HIV-1 sintetizan las proteinas de las particulas virales y
las propias. Las proteinas Env son de gran importancia ya que son transportadas a la
membrana plasmatica de la célula hospedera en forma regulada (115). La presentacién de
los trimeros Env en la superficie de la célula hospedera provoca la formacion de uniones
entre éstas células y una célula CD4" y en presencia de linfocitos T CD4". Las uniones
ocurren por la interaccion de las proteinas Env con el receptor CD4 vy el correceptor de la
célula blanco, con la participacion de moléculas de adhesién. La energia para el
acercamiento y la fusion de membranas estd dada por el cambio conformacional en el
dominio de Gp41 denominado como péptido de fusion (109, 113, 114).

La baja cantidad de virus libre y de células infectadas en la sangre durante la etapa
asintomatica de la infeccién, se tom6 como base inicialmente para postular una relacién

directa entre el nivel de viremia y la condicién clinica de los afectados. Posteriormente se
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descubriria que la replicacion viral en estadios tempranos es mas activa de lo que se
consideraba, ya que la actividad se focaliza en los ganglios linfaticos y no en la sangre (61,
137). La progresion de éste fendmeno lleva a la subsecuente pérdida progresiva de los
tejidos linfoides hasta la degeneracion completa de la estructura ganglionar en individuos
con SIDA (137). Partiendo de éste punto, se puede considerar la importancia en la
deteccion de sincicios multinucleados en biopsias de ganglios linfaticos de personas y
chimpancés infectados con el HIV-1 y SIV respectivamente (20). Asi como las
implicaciones de sincicios multinucleados infectados, derivados de macrofagos detectados
en el cerebro y medula espinal de pacientes con VIH (164).

La aparicion de cepas HIV-1 inductoras de sincicios se ha asociado con fallas en la
homeostasis celular (77), la acelerada disminucion de linfocitos T CD4" y progresion a
SIDA (13, 140). La formacion de sincicios quizas es importante en la deplecion de CD4"
resultado de la lisis de células no fusionadas o su incorporacion a los sincicios (21, 52, 65).
La fusion celular en la infeccién por HIV-1 abre la posibilidad de que el virus se disemine
mas rapidamente, aun en presencia de anticuerpos dirigidos contra el mismo, escapando a
la vigilancia inmunoldgica (186). El proceso de fusion de membranas celulares también se
ha asociado a citopatogenicidad y muerte celular (21, 92, 103). En estudios ex Vvivo
mediante biopsias de tejidos de individuos infectados con HIV-1, se ha detectado la
presencia de sincicios en aproximadamente el 50% de las personas que progresan a SIDA.
En dichos pacientes se asocia con encefalopatia aguda y demencia, ya que se encontro
sincicios en el cerebro y nddulos linfatico (46, 123, 136, 176). La presencia de sincicios se

ha detectado ademas, en amigdalas (en células detriticas de la mucosa nasofaringea),
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adenoides, centros germinales y nddulos linfaticos periféricos y axiales en personass
infectadas (45, 46, 136, 176).

Estudios in vitro demuestran que la formacién de sincicios es un evento citopatico
que origina muerte celular y es dependiente del complejo proteico Gp120/Gp41l (21). Los
sincicios presentan pobre viabilidad presentando apoptosis después de un periodo de dias
(93), muy probablemente debido a una iniciacién fallida de la mitosis en las células
fusionadas (24, 43). Sin embargo, en otros sistemas retrovirales los sincicios pueden
permanecer viables por largos periodos de tiempo (98). Por otra parte, como se menciond
antes, es interesante el hallazgo frecuente de sincicios en diversos tejidos de individuos
infectados por el VIH (18, 45, 136, 176). En ciertos casos los tejidos provinieron de
personas asintomaticas y siempre presentaron replicacion viral activa (87, 149). Estas
observaciones indican que las células fusionadas podrian generarse y mantenerse viables in
vivo, actuando como reservorios naturales de virus, los cuales se encontrarian inaccesibles
a la accion del sistema inmune. Debido a la heterogeneidad de los sincicios, es probable
que no todos los resultados posibles de la fusién celular inducida por el VIH hayan sido
investigados por los grupos que han abordado éste problema.

Proponemos que la fusion celular podria tener otras consecuencias posibles, antes
de, o ademas de conducir a la muerte de las células fusionadas. Dada la heterogeneidad en
la conformacion de los sincicios, es probable que no todos los resultados posibles de la
fusion celular inducida por el VIH hayan sido investigados por los grupos que han
abordado éste problema. Las posibilidades incluyen el “rescate” de las células infectadas
por la fusion con células sanas y la promocion o reduccion de la replicacion viral

(dependiendo del estado de activacion de las células fusionadas). Ademas, la reduccion del
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numero de celulas en el microambiente, la modificacion del fenotipo celular, la
recombinacion de virus de distintas cepas dentro de los sincicios y la produccion de
citocinas con efectos sobre tejidos circundantes (71).

En el Instituto de Investigaciones Biomédicas nuestro grupo ha disefiado una
estrategia experimental para abordar el estudio de la fusion celular. Nuestro modelo se basa
en el uso de lineas celulares linfociticas humanas transfectadas con los genes env y rev de
una variante altamente fusogénica del HIV-1 (denominadas como células Env®) (21). en
cocultivo con células blanco portadoras del receptor CD4 y el correceptor CXCR4. La
fusién celular se manifiesta en pocas horas con la formacion de células gigantes
multinucleadas (69, 70, 71, 106). El analisis cuantitativo de la fusion se efectia mediante
un método consistente en la tincion de las células antes de la fusion con colorantes
lipofilicos fluorescentes (rojo para las células CD4" y verde para las células Env'). Las
células marcadas se cocultivan y una vez que la fusion ha tenido lugar, todas las células en
el cocultivo son analizadas por citometria de flujo. Por lo tanto es posible cuantificar la
proporcion de células fusionadas (particulas con fluorescencia mixta), asi como la
proporcion de las células no fusionadas de cada tipo (particulas de un solo color) en la
poblacién total (70) (Fig. 4). Herramientas metodoldgicas adicionales permiten comprobar
la mezcla de los contenidos citoplasmaticos en las particulas con fluorescencia mixta,
distinguir entre agregados celulares y sincicios (células fusionadas) (70). Asi como estimar
la proporcion en que se reclutan las células CD4" y las células Env* en los sincicios (106).
El andlisis por citometria de flujo facilita asimismo el estudio de las caracteristicas
funcionales de las poblaciones celulares (fusionadas y no fusionadas) mediante el uso de

colorantes fluorescentes adicionales (151). La fusion mediada por éste procedimiento es
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sensible a anticuerpos monoclonales y policlonales anti-CD4, anti-Gp120 y a
concentraciones nanomolares del péptido T-20, inhibidor de la infeccion por el HIV (68,
70)

Dado que la cuantificacién de la fusion celular es objetiva y automatica, éste
sistema es Util para explorar y caracterizar rapidamente el efecto de multiples compuestos
con potencial para inhibir la fusiébn mediada por las proteinas de la envoltura viral.
Utilizando ésta metodologia hemos reportado que el efecto de los anticuerpos del suero de
individuos seropositivos al HIV sobre la fusion celular se relaciona significativamente con
los indicadores clinicos de la infeccion (cuenta de linfocitos T CD4" en la sangre, carga
viral y estadio clinico) (68).

El anélisis por citometria de flujo presenta la ventaja de que permite el analisis
simultaneo de las células fusionadas y de las células que permanecieron sin fusionarse

(células espectadoras) en el mismo pozo de cultivo. De éste modo, es posible determinar las
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Figura 4. Analisis de la fusion celular entre linfocitos T por citometria de flujo. a) Formacién de
sincicios (azul) en cocultivos entre células CD4" (rojo) y células Env" fusogénicas (verde), b)
control negativo de fusion en cocultivos entre células CD4" (rojo) y células Env* no fusogénicas
(verde).
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caracteristicas de las células que no se reclutaron en los sincicios pero que permanecen en
la vecindad de las células fusionadas, siendo blancos probables de factores solubles
producidos por éstas.

Utilizando citometria de flujo, en el laboratorio se ha mostrado que la fusién celular
inducida por las proteinas de fusion del VIH es un proceso altamente heterogéneo en el cual
se generan sincicios y heterocariontes que difieren en tamafio, composicion celular y
viabilidad (70, 106, 150). Asimismo, la expresién de moléculas de superficie importantes
para la funcion de los linfocitos T (CD28, ICAM-1, CXCR4 y CD3) se mantiene en mas
del 80% de los sincicios, con un nivel de expresion heterogéneo (Rivera-Toledo, 2010a). La
expresion de CD4 tanto en las células Env*' como en los sincicios es practicamente nula
(151) (Tabla 2). Aunado a la expresion de receptores inmunes, los sincicios tienen la
capacidad de producir interleucina-2 en respuesta a la estimulacion con PMA e ionomicina,
asi como para expresar el receptor para ésta interleucina (CD25), ambos a niveles similares

a los de las células individuales (151).

Marcador Células CD4+ Cé¢lulas Env+ Sincicios* (%)
Control (%)  Cocultivadas* (%)  Control (%)  Cocultivadas* (%)

CD4 517+ 114 232437 0.0 £00 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0

CD28 928 £ 30 945 £33 96.7 + 2.4 962 + 3.1 882 + 9.7

ICAM:-I 494£78 524+ 67 79.5 £42 790 £5.1 709 £ 46

CXCR4 827 + 6.0 837 £5.1 698 £83 718 £87 839 = 0.4

D3 934+ 1.6 92.7 £ 02 624 +38 669 + 3.7 971 +£23

* Células obtenidas de cocultivos de ocho horas.
Datos tomados de: Rivera-Toledo et al, 2010a
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Cabe resaltar que nuestros estudios muestran que aproximadamente el 60% de las
células fusionadas que se generan in vitro se componen de 2 a 4 células, mientras que
menos del 20% corresponde a células gigantes (con 6 ndcleos o mas) (70, 106). Asi, la
presencia in vivo de sincicios formados por células T podria pasar desapercibida si son
productos de fusion de pocas células, practicamente indistinguibles de las células normales.
La anterior posibilidad ha sido propuesta también por J. Sodroski y cols., a partir del
estudio de variantes patogénicas de quimeras simio-humano de virus que causan
inmunodeficiencia en macacos, en los cuales la capacidad fusogénica de la envoltura viral
se asoci6 con la disminucion de células CD4" (41).

Una observacion consistente durante las investigaciones desarrolladas en nuestro
laboratorio, es la fuerte disminucion de la expresiéon del receptor CD4 en la membrana
citoplasmatica tanto de los sincicios como de los heterocariontes (150, 151). Por lo tanto,
existe la posibilidad de que muchos de los sincicios generados durante la infeccion in vivo,
consistan de sincicios pequefios y practicamente negativos para la expresion de CDA4. Estas
caracteristicas dificultarian la identificacion de las células fusionadas generadas durante la
infeccion humana. El conocimiento de las caracteristicas de las células fusionadas in vitro
promoveria el disefio de estrategias para evaluar la extension y el potencial patogénico de la
fusién celular in vivo. En conjunto, nuestros estudios sefialan que las células fusionadas
constituyen una fuente de variabilidad funcional, cuyos efectos pueden incidir en la

respuesta inmune y en la replicacion viral.
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4.4 El ciclo celular

El ciclo celular es un proceso altamente regulado y sumamente complejo (76), en
las células eucariotas se divide en cuatro fases G;, S, G, y M (124, 130). Un ciclo
replicativo consiste en la secuencia de eventos que ocurren después de la division celular de
una célula en mitosis que origind dos células hijas, y que terminan en una subsiguiente
division celular con la cual el ciclo vuelve a comenzar. Después de que la célula
progenitora se ha dividido, las células hijas pueden permanecer en un estado de quiescencia
gue muchos autores denominan Go. Lo anterior ocurre principalmente en caso de tejidos
diferenciados, la célula quiescente es inducida a reingresar al ciclo celular mediante
estimulos mitogénicos (143).

La fase G; comprende el lapso entre una divisién mitotica y la sintesis de ADN
para el proceso de replicacion. Durante ésta fase la célula incrementa su metabolismo para
la produccion del material enzimatico, la replicacion de sus organelos, produccion de los
desoxiribonucleotidos y estructuras membranosas para la renovacion de los componentes
del reticulo endoplasmatico (76). Ademas de que otras moléculas y estructuras
citoplasmaticas también aumentan en ndmero, se sintetizan también microtibulos,
microfilamentos de actina y ribosomas, los cuales estan compuestos por subunidades
proteicas (13). Como resultado de todo lo anterior el tamafio de las células aumenta.

En la fase S del ciclo celular en la cual se lleva a cabo el proceso de replicacion del
material genético y que es caracterizado por la sintesis de hebras de ADN complementario
a partir de las hebras molde que originalmente poseia la célula. Se generan asi dos copias
del material genético y se denomina a ésta condicion como diploide. También durante la

fase S se sintetizan las histonas H1, H2a, H2b, H3 y H4 necesarias para el
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empaquetamiento de la cromatina en los nucleos de las futuras células hijas. Ademas de
proteinas asociadas al ADN como las ADN polimerasas, ligasas, topoisomerasas entre otras
(124).

La fase G, comprende la etapa después de la replicacion del ADN y hasta antes del
inicio de la mitosis. Durante éste tiempo, las células se preparan para la division mitotica
sintetizando enzimas necesarias para la etapa de mitosis y ocurre un importante punto de
revision donde el material genético es censado a fin de detectar dafios al ADN que pudieran
haber ocurrido durante la replicacion (76).

La division mitética de las células ocurre durante la fase M, que se encuentra
subdividida en profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. Al inicio de la profase
ocurre la condensacion de la cromatina que origina los cromosomas visibles mediante el
microscopio Optico. Ademas ocurre la polarizacion a ambos lados del nucleo, de los
centrosomas y se comienza el ensamblaje del huso cromatico. Por ultimo se desensambla la
envoltura nuclear (126). En la metafase los microtabulos que constituyen al huso cromatico
reconocen la region del cinetocoro de cada cromosoma y los alinean en el plano ecuatorial,
constituyendo asi la placa ecuatorial (4). Es en la anafase cuando ocurre la segregacion de
las cromatides hermanas en cada cromosoma hacia cada uno de los extremos del huso
cromatico separando cada juego de copias del material genético en dos agrupaciones
distintas de cromosomas. Durante la telofase se originan dos envolturas nucleares cada una
de las cuales rodea un juego de copias del material genético (126). Por ultimo ocurre la
citocinesis que es la separacion del citoplasma hacia dos células hijas de manera
aproximadamente equitativa. Lo anterior inicia con la formacion de un anillo contractil

(constituido por filamentos de actina) en el ecuador de la célula progenitora que constrifien
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el citoplasma a tal punto que se da la completa separacion de los citoplasmas y membranas

plasmaticas. Una vez concluida la divisién mitética el ciclo vuelve a su punto de partida.

4.5 Regulacion del ciclo celular

Las concentraciones de distintas ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDK
por sus siglas en inglés) varian con una regularidad periddica a lo largo del ciclo celular
(76). Cada complejo ciclina/CDK es caracteristico de cada fase y regula distintas cascadas
de sefializacion que derivan en actividades especificas realizadas durante las mismas. En
mamiferos se han identificado hasta nueve cinasas dependientes de ciclinas distintas que
son enumeradas como CDK1 al CDK9. Ademas, se han logrado identificar dieciséis
ciclinas distintas las cuales son; A, B1, B2, C, D1, D2, D3, E, F,G1, G2, H, I, K, T1LY T2
(76). Todas las ciclinas poseen una regién homdloga fuertemente conservada llamada
“cyclin box” que es un dominio que se une y activa a su respectiva CDK. No todas las
ciclinas ni todas las CDK participan en la regulacion del ciclo celular, algunas se han visto
involucradas en mecanismos de reparacion del ADN, diferenciacion, apoptosis y regulacion
de la transcripcién (76).

La participacién de las ciclinas de tipo D (D1 y D2) al inicio del ciclo celular es
necesaria para inducir la entrada a la fase G; de células quiescentes (165). Las ciclinas tipo
D se asocian a CDK4 en etapas tempranas de la fase G, y en estadios mas tardios de ésta
fase tienden a asociarse a CDK®6. Los complejos de ciclinas de tipo D con CDK4 o CDK6
tienen la capacidad de fosforilar la proteina Rb que se encuentra formando un complejo con
las proteinas E2F y DP. La proteina Rb fosforilada se disocia de éste complejo

(Rb/E2F/DP) represor de la transicion de fase G; a fase S (159). E2F y DP contintdan
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formando un complejo que actda ahora como un activador de sefiales que conducen a la
sintesis de ADN Yy a la codificacién de proteinas que regulan la progresion del ciclo celular
(ciclina E, ciclina A y CDK1) (76, 159).

La formacion del complejo ciclina E/CDK2 es necesaria para llevar a cabo la
transicion de la fase G; a fase S (132). Al entrar en la fase S las concentraciones de ciclina
E y CDK2 son muy elevadas y el complejo que conforman mantiene hiperfosforilada la
proteina Rb y por ello la disocia del complejo E2F/DP (66). La concentracion del complejo
ciclina E/CDK2 disminuye dramaticamente conforme avanza la fase S, hasta practicamente
desaparecer (159). La concentracion de ciclina A aumenta y compite con la ciclina E por la
unién a CDK2, por lo que aumente la concentracién del complejo ciclina A/CDK2
aumenta. ElI complejo ciclina A/CDK?2 fosforila al complejo E2F/DP en la proteina DP y
provoca de ésta manera su inactivacion (66).

La ciclina A asociada a CDK2 es necesaria para la entrada en fase S y para
completar dicha fase. La entrada en fase M requiere del complejo ciclina A/CDK1 (53, 96,
179). La ciclina A después de asociarse a CDK2, procede posteriormente a asociarse a
CDK1 en etapas tardias de la fase S. Las concentraciones de dicho complejo permanecen
mas 0 menos constantes a lo largo de la fase G, y hasta el comienzo de la fase M cuando
empiezan a decrecer. En contraste, las concentraciones del complejo ciclina B1-B2/CDK1
aumentan, ya que éste complejo se requiere para la salida de la fase G, (76).

La accion sinergica de los complejos de ciclina A/CDKL1 y ciclina B1-B2/CDK1
regula la entrada en mitosis (6, 86). La activacion del complejo ciclina B/cdkl produce
cambios caracteristicos de la fase M como resultado de la fosforilacion de sustratos de

dicho complejo. La ruptura de la membrana nuclear durante la mitosis se produce por la
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fosforilacion las laminas A, B y C de la membrana nuclear y a la vimentina, por parte del
complejo ciclina B/CDK1 (128). Otro sustrato susceptible de fosforilacion por dicho
complejo es la histona HI, cuyo estado fosforilado permite una adecuada condensacion de
los cromosomas durante la profase (129). EI complejo ciclina B/CDK1 (llamado en
ocasiones factor promotor de la mitosis 6 MPF por sus siglas en inglés) fosforila también a
la p60SrC, la nucleolina, el antigeno SV40, la ARN polimerasa Il y el factor de elongacion
Ef-ly. Generando respectivamente la reorganizacion del citoesqueleto, la reorganizacion del
nucléolo, la replicacion del ADN vy la inhibicion de la transcripcion, procesos que ocurren
al inicio de la fase M (117, 128). La salida de la fase M requiere de la degradacion de las
ciclinas A y B, evidencia sugiere que ésta es regulada por el complejo ciclina B/CDK1 (8).
En la anafase, los complejos ciclina A o B/CDK1 se inactivan mediante la degradacion de
las ciclinas via proteosoma y la inactivacion de la CDK1, los sustratos de éste complejo
tienden a desfosforilarse y esto representa el fin de la mitosis (36, 122).

Los inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKI por sus siglas en inglés)
son proteinas que promueven la detencion del ciclo celular en respuesta a diversas sefiales
intrinsecas y/o extrinsecas. Estas sefiales pueden ser: procesos de senescencia, inhibicion
por contacto, activacion de un punto de revision (control de comprobacion del ciclo celular)
y sefiales antiproliferativas (73).

En mamiferos se han logrado identificar dos familias de CKI (73, 184). Las
proteinas de la familia CIP/KIP (del inglés kinase inhibitor protein) son p21¢* p27¥iPty
p57“"2 Los inhibidores bloquean la actividad de la cinasa al unirse a los complejos
ciclina/CDK y reconocen los complejos ciclina E/CDK2, ciclina A/CDK2, ciclina
AJ/CDK1, ciclina B/CDK1 y posiblemente ciclina D/CDK4 y ciclina D/CDK®6. Mientras
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que en la familia INK4 (del inglés inhibitor of CDK4) se encuentran las proteinas p15™<*°,

p16™K 42 n1gNKacy n19INK4d | o5 miembros de la familia INK4 inhiben especificamente a
CDK4 y CDK®6 cuando se encuentran en forma de monomeros (73, 76, 184).

Adicionalmente existen muchos mas genes involucrados en la regulacién del ciclo
celular, entre los cuales se encuentra el protooncogen c-myc que tiene la capacidad de
inhibir o activar la proliferacion celular. EI gene c-myc influye en la formacion y actividad
de complejos de ciclina/CDK. El gene c-myc ademéas codifica para un factor de
transcripcion (proteina c-Myc) dependiente de la asociacion con el factor Max para su
activacion, dicho complejo es necesario para que ocurra la mitogénesis (2, 3). Los factores
de crecimiento favorecen la expresion de c-myc, lo que induce la entrada al ciclo celular de
células en fase Gy (40). La proteina c-Myc activa la transcripcion de CDC25A, una
fosfatasa con capacidad de activar a CDK. La expresién de CDC25 es necesaria para la
activacion del ciclo celular inducida por c-myc (48).

La transicion de la fase G; a fase S también requiere de la proteina c-Myc, y su
inhibicidn origina un bloqueo de la proliferacidon (64). La proteina c-Myc participa en la
induccion de genes que codifican para CDK4, ciclina A, ciclina D1, ciclina D2, ciclina E y
E2F. Ademas, regula negativamente al inhibidor p27*! y a otros genes que detienen el
ciclo celular como GADDA45, p15™K #* v p21°"P1 Sin embargo, altos niveles de expresion

de c-myc inducen la actividad de p19'"* #¢

, que secuestra a la proteina mdm-2 conduciendo
a un bloqueo del ciclo celular o a apoptosis mediante la actividad de p53 (3).

Existen tres isomeros de la fosfatasa CDC25, éstos son CDC25A, CDC25B y
CDC25C. Durante la transicion de la fase G; a S participa CDC25A que al fosforilarse se

activa actuando a nivel del complejo ciclina E/CDKZ2, fosforilando a CDK2 y promoviendo
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su actividad de cinasa. Las fosfatasas CDC25B y CDC25C participan en la transicion de la
fase G2 a M que al fosforilarse son activadas y desfoforilan a CDK1 activando su funcion
de cinasa, promoviendo la entrada en la fase M (88, 91, 116, 121). La concentracion de ésta
fosfatasa se va acumulando a lo largo del ciclo celular y el sobrepasar un nivel umbral de
concentracion es la sefial de inicio de la fase M independientemente de las condiciones
externas. Esto tiene efecto sobre el complejo ciclina A o B/CDK1, e indica que la
duplicacion del ADN ha terminado (90). Los productos de los genes weel y mikl inhiben la
entrada en mitosis de la célula al impedir la desfosforilaciéon de la CDK1, la proteina Weel
es una proteina cinasa que hiperfosforila a la CDK1 y por ésta via la inactiva (187).

Los puntos de revision son etapas especificas del ciclo celular donde la progresion y
estado de la célula es de cierta manera censado a fin de minimizar el riesgo de alteraciones
de diversa indole. Los dos principales puntos de revision del ciclo celular la transicion G4/S
y la transicion G,/M.

El punto de revision G;/S controla la transicion de la fase G; a fase S y los
principales involucrados en éste proceso son la ciclina D, ciclina E, CDK2, CDK4, CDKB6,
CDC25A, E2F, Rb, p21°P! y p27XP! (143). Una de las vias principales por las cuales se
puede inducir un bloqueo del ciclo celular es mediante la via de dafio al ADN en la cual
ATR/ATM inducen la actividad de p53, chkl y chk2. La proteina p53 activa al inhibidor
p21°"P* el cual regula negativamente a CDK2 (73, 184). Por otro lado, chkl y chk2 inhiben
la actividad de la fosfatasa CDC25A. La activacion de p21<"* y la inhibicion de CDC25 A
conducen a un detenimiento en fase G (76, 143).

Los factores de crecimiento son reconocidos por sus receptores respectivos y

activan a la proteina Akt, la cual reprime la via de Fox0. La proteina Fox0 que tiene la
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capacidad de activar a los inhibidores p15™K %°, p21°P* y p27KP (83). La accion de ciertas

9INK 4d 8INK 40,

hormonas puede activar a pl , sefiales de diferenciacion pueden activar a pl
sefiales de senescencia replicativa y de respuesta al estrés inducido por luz ultravioleta
activan a p16"™< *. Todas las vias anteriores inhiben la actividad de las cinasas CDK4 y
CDKG6 (184).

El punto de revision G,/M ocurre una vez que el ADN se ha duplicado y se da una
revision de la integridad del material genético. En caso de haber dafio al ADN, la via de
sefializacion que se activa es mediante  ATM/ATR. Dicha via incrementa las
concentraciones de p53 y se activa su funcion. La funcién de p53 es inducir la actividad de
inhibidores de CDK1 (p21°"*!, GADDA45, reprimo y 14-3-3, éste Gltimo secuestra a CDK1 y
produce su exclusion del nucleo celular) (187). La via de ATM/ATR como ya se ha
mencionado activa a chkl y chk2 que inhiben a CDC25. La ausencia de desfosforilacion en
CDK1 por CDC25 vy la hiperfosforilacion de CDK1 ocasionada por la proteina Weel,
producen el detenimiento del ciclo celular por inhibicion de la formacion del complejo
ciclina B/CDK1 (187).

En ambos puntos de revision se puede ver involucrada la via de dafio al ADN donde
la activacion de p53 puede inducir el paro del ciclo celular (y mecanismos de reparacion del

material genético activados por ATM/ATR) o el fendmeno de apoptosis, los mecanismos

por los cuales se decide entre una u otra opcion siguen sin ser esclarecidos en su totalidad.
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4.6 Proteinas del HIV-1 que alteran el ciclo celular

Las alteraciones al ciclo celular en células infectadas por virus son relativamente
comunes, tales son los casos de los virus que inducen tumores debido a las células
infectadas en constante progresion a través del ciclo celular (HTVL-1, poliomavirus,
adenovirus y papilomavirus) (188). El virus Herpes simplex tipo 1(HSV-1) bloquea la
transicion de la fase G, a fase S y evita la fosforilacion de la proteina Rb, lo que estabiliza
el complejo Rb/E2F manteniendo inactiva a E2F (39, 168). El citomegalovirus humano
lleva a cabo un blogueo similar mediante la proteina UL69 (63). La proteina NS1 de
parvovirus en ratones induce un paro del ciclo celular en fase G, (135). Otros virus que
alteran el ciclo celular son el del sarampion y el virus de simio 5 (SV5, que arresta a la
célula infectada en fase G;) (104). Entre muchas de las implicaciones citopaticas que
conlleva la infeccion por HIV-1 se encuentran las alteraciones al ciclo celular de las células
blanco, las cuales consisten basicamente en el paro del ciclo en fase G,. Las proteinas
virales que se ha reportado tienen efecto sobre el ciclo celular son Gp120, Vpr, Vif y Tat
(29, 35, 38, 67, 79, 133, 152, 153, 154, 187).

La Gpl20 produce el detenimiento del ciclo celular en células linfociticas
dependientes de 1L-2, en células CD8" obtenidas de PBMC activadas con PHA (153, 154) y
en células progenitoras neuronales (133). La union de Gpl120 soluble con receptores de
guimiocinas (CXR4 y CCR5) de células progenitoras neuronales desencadena una cascada
de sefalizacion. Dicha cascada termina con la fosforilacion y activacion de p38MAPK, que
fosforila y activa a MAPAPK?2. La proteina cinasa MAPAPK2 fosforila a la fosfatasa
CDC25 e inhibe su actividad, bloqueando la transicion a fase S (133). Este mismo

mecanismo podria posiblemente presentarse en linfocitos T y monocitos. En células
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linfocitarias, el detenimiento en fase G; se debe a la disminucion de la expresion de ciclina
E (153, 154).

La proteina Vpr produce el detenimiento del ciclo celular en fase G, ya que induce
la actividad de la proteina Weel (67, 79, 152). La proteina Vpr inhibe la actividad de la
fosfatasa CDC25, impidiendo la formacion del complejo ciclina B/CDK1. Ademas, el
estado fosforilado de CDK1 es susceptible de secuestro en el citoplasma debido a la accién
de la proteina 14-3-3 (67, 187).

La expresion del gen Vif induce el paro en fase G, de células infectadas de manera
independiente de Vpr (152). La proteina Vif interactta con la ligasa Cullin 5-
ElonginB/CE3 (APOBEC3) para unirse a la citidina desaminasa (lo que posee actividad
antiviral). La interaccion entre Vif y APOBEC3 provoca la poliubiquitinacion y
degradacion de APOBECS3, via proteosoma (35, 180). La actividad de Vif y Vpr es
sinérgica produciendo un mayor porcentaje de células detenidas en fase G,. Sin embargo,
algunos autores postulan que Vif prolonga la duracién de la fase G,, mas que un
detenimiento (35).

La proteina Tat tiene la capacidad de disminuir las concentraciones de la proteina
p53, lo cual ha sido asociado a la posible formacion de neoplasias, e inhibe especificamente
la actividad de p21°""* produciendo la pérdida del punto de revisién G/S (29). En la Tabla

3 se resumen los efectos de las proteinas virales sobre el ciclo celular de las células blanco.
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Proteina Efecto sobre el ciclo celular Referencias
Gp120 Detiene el ciclo celular en fase G;, mediante la Sakaida et al., 1997 y 1998.
union a receptores de citocinas de celulas blanco, Donnellan et al., 1999.
de manera independiente de CD4. Desencadena oyamoto et al., 2007.
una via de sefializacion que bloquea la transicion
G4/S por la disminucion de ciclina E e inhibicion
de la fosfatasa CDC25.
Vpr Detiene el ciclo celular en fase G,, mediante la Jowett et al., 1995
activacion de la proteina Weel, la inhibicion de la  Sakai et al., 2006
fosfatasa CDC25 y la hiperfosforilacion de CDK1.

Vif Detiene el ciclo celular en fase G, de manera Sakai et al., 2006.
independiente de Vopr. Wang et al., 2007.

DeHart et al., 2008.
Tat Acelera la transicion Gi/S, disminuyendo la Clark et al., 2000.

concentracion de p53, inhibe la accion de p21¢**,

4.7 Efecto de la fusion de células sobre el ciclo celular

Un evento de fusién celular desencadena una serie de cambios en la arquitectura y
funcion celular. Durante la formacién de sincicios heterofasicos (fusién de células en
distintas fases del ciclo celular) puede ocurrir una sincronizacién del ciclo celular en fase S
o al inicio de la mitosis (56, 75, 145, 146).

La fusion entre una célula en fase G; y otra en fase S, induce rapidamente la sintesis
de ADN en el nlcleo la primera célula. Lo anterior, reduce el tiempo de duracion de la fase
G y prolonga la duracidn de la fase S. En dichos casos se observa la progresion del ciclo
celular de éstos sincicios por més de una ronda proliferativa (181).

La sincronizacion del ciclo celular no ocurre al fusionar céelulas en fase G, con
células en fase S, aunque tampoco la sintesis de ADN en el ndcleo de la segunda célula es
inhibida (56, 146). En el ejemplo anterior, la duracion de la fase S no es afectada por los

elementos citoplasmaticos inductores de la sintesis de ADN (56, 57). La fusion de células

40



en fase G, con células en fase G; 0 S, ocasiona que el nucleo de la célula en fase G, no
pueda entrar en mitosis (56, 146).

Cuando se fusiona una célula en fase M con alguna célula en interfase (fase G;, S 0
G>), el ndcleo en interfase puede perder su envoltura nuclear, su nucléolo y ocurre un
proceso de condensacion cromosomica prematura (PCC por sus siglas en inglés) (56, 74,
111, 144, 145). Los cromosomas prematuramente condensados provenientes de ndcleos en
fase G; solo poseeran una cromatide, mientras que los cromosomas provenientes de nicleos
en fase G, tendran dos crométides hermanas. EI PCC ocasiona inestabilidad cromosomal
(172).

La fusion celular generada por el cocultivo de células HeLa que expresan CD4 con
células HelLa que expresan Env, condujo a los sincicios a una catastrofe mitética (muerte
celular durante la metafase) por la inhibicion de chk2 (23). La catastrofe mitética provoca
la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria, mediante la activacion de la caspasa 2 (23,
43).

La formacion de sincicios por la fusion de células linfocitarias CD4" con células
linfocitarias Env" tiene muchas interrogantes sin respuesta. Tales interrogantes son: ¢todos
los sincicios mueren a causa de las alteraciones debidas a la fusion celular? ¢ocurre la
sincronizacion del ciclo celular de los nicleos, al fusionar células CD4" en fase S con
células Env® detenidas en fase G;? ¢pueden los sincicios continuar a través del ciclo

celular?
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5. Planteamiento del problema

En la infeccidn por HIV-1, las células infectadas pueden expresar las proteinas de la
envoltura del virus en su membrana plasmatica. Lo anterior hace posible su interaccion y
fusion con células CD4" circundantes, formando células multinucleadas (sincicios). Dicho

fendmeno es factible de ocurrir tanto in vitro como in vivo.

Las implicaciones funcionales de la formacion de sincicios pudieran ser muy
diversas. Dichas implicaciones incluyen la reduccion del nimero de células CD4" en el
microambiente, la modificacion del fenotipo celular y la produccion citocinas con efectos
sobre células circundantes. Ademéas de que pudieran constituir un reservorio viral que
presente replicacion viral activa. Por otra parte, es posible que no todos los sincicios
mueran a causa de las alteraciones debidas a la fusion celular es probable. Adicionalmente,
existe la posibilidad de que los sincicios tengan la capacidad de continuar el ciclo celular y
replicarse. Lo anterior, podria relacionarse con el estado del ciclo celular en que se

encuentran las células al momento de fusionarse.
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6. Objetivo general

Determinar el efecto de la formacion de sincicios sobre las dindmicas de
proliferacion, viabilidad y ciclo celular de las poblaciones celulares en cocultivos entre
células CD4" y células Env* fusogénicas durante experimentos de fusion de celular

inducida por las proteinas Env del HIV-1.

6.1 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la formacion de sincicios sobre la dindmica de la proliferacion
celular en cocultivos de células CD4" con células Env”.

Determinar el efecto del péptido inhibidor de la fusiébn T-20 sobre la proliferacion
subsecuente de las células CD4", en cocultivos donde ya se ha permitido la formacion de
sincicios.

Determinar la viabilidad de las poblaciones celulares durante la generacion de sincicios.
Determinar el perfil del ciclo celular de células Jurkat CD4" y Env" controles (no
cocultivadas).

Caracterizar la evolucion del ciclo celular en la poblacién de sincicios y en las células no
fusionadas en los cocultivos hasta por cuarenta y ocho horas.

N

Identificar el efecto de la formacion de los sincicios sobre la proliferacion de células CD4

gue no se fusionan (espectadoras).
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7. Hipotesis

Los sincicios generados por la fusion de células linfocitarias CD4" con células
linfocitarias Env*, podrian tener efectos sobre las células no fusionadas circundantes
(espectadoras). Dichos efectos se reflejarian en la capacidad proliferativa de éstas células
espectadoras.

La formacion de sincicios podria causar una disminucién del nimero de linfocitos
CD4" no fusionados circundantes. La disminucion de células CD4" pudiera ser causada por
su reclutamiento continuo en sincicios, a la induccion de muerte celular, o bien su

disminucion de capacidad replicativa.
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8. Materiales y Métodos

8.1 Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares de origen linfocitico, las Jurkat E6-1 que expresan
constitutivamente CD4 y el receptor de citocinas CXCRA4, derivadas de una linea celular de
leucemia linfoblastica aguda. Las células Jurkat E6-1 (células CD4") presentan mutado el
gen p53 por lo cual se encuentran en continua proliferacion.

Las Jurkat HXBc2 son células provenientes de una linea de linfocitos CD4"
doblemente transfectadas. Dichas células poseen un plasmido regulador derivado del
plasmido pHUD15-1. Dicho pldsmido codifica para la proteina tTA (transactivador
controlado por tetraciclina). La proteina tTA posee un dominio de represion dependiente de
tetraciclina (TetR) y la region C-terminal de la proteina VP16 del virus herpes simplex. El
plasmido regulador contiene ademas la secuencia promotora de citomegalovirus humano,
una secuencia sefial de poliadenilacion SV40 (Virus de simios 40 por sus silgas en inglés) y
un gen de resistencia a geneticina (21). Las células Jurkat HXBc2 poseen un segundo
plasmido (pUHD10-3hygENV), el cual posee un sitio promotor dependiente de la proteina
tTA debido a que tiene secuencias operador de tetraciclina (TetO). El plasmido pUHD10-
3hygENV posee ademas un promotor de citomegalovirus humano, una resistencia a
higromicina y los genes rev y env del HIV-1. El gene env proviene de la cepa viral HXBc2
con tropismo a linfocitos y altamente fusogénica (21).

Las Jurkat 522 F/Y son células con un fondo genético idéntico a las Jurkat HXBc2,
y también son doblemente transfectadas con un plasmido regulador idéntico y un plasmido

de respuesta cuya unica diferencia radica en que el gene env proviene de una cepa HXBc2
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mutada (21). Esto se traduce en una sustitucion en aminoacidos de fenilalanina por tirosina
en posicion 522 de la glicoproteina Gp41, en la regién denominada péptido de fusion. La
tirosina evita la insercion del péptido de fusion en la membrana plasmatica de la célula
blanco, lo que impide la formacién del poro de fusion y la fusion de membranas. Las
células Jurkat 522 F/Y pueden expresar los trimeros del complejo Gp120/Gp41l, ya que la
mutacion no afecta la sintesis, el procesamiento del precursor, la asociacion de las
subunidades, el transporte a la superficie celular ni la union a CD4. Dichas células solo
pierden su capacidad fusogénica.

Las células HXBc2 (Env* fusogénicas) y las células 522 F/Y (Env' no fusogénicas)
representan sistemas de expresion inducible por tetraciclina para la expresion de las
proteinas de envoltura codificadas por el gene env de HIV-1. Dicha expresion inducible se
presenta cuando se retira la tetraciclina del medio, de modo que ésta ya no se una a la
region tetR de la proteina tTA (de expresion constitutiva dada por el plasmido regulador).
El dominio tetR se une a las secuencias operador (tetO) del plasmido de respuesta al no
haber impedimento estérico. Posteriormente, la region C-terminal de la proteina VP16
actla como activador y promueve la expresion de los genes env y rev (Fig. 5). EI gene rev
es necesario para el adecuado corte del precursor Gp160, el ensamblaje de los complejos

Gp120/Gp41l, asi como su transporte y presentacion en la membrana plasmatica (21).
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Figura 5. Modelo del sistema para la expresién inducible de las proteinas Gp120/Gp41l del
HIV-1. Cao, et al, 1996.

Tanto las células Jurkat HXBc2 como las Jurkat 522 F/Y fueron donadas por el Dr.
Joseph Sodroski (Harvard medical school, Boston, Mass). Las células Jurkat E6-1 fueron
donadas por el Dr. Robin Wess. Las donaciones se realizaron a través del Programa de

Reactivos de Referencia e Investigacion en SIDA (AIDS RRRP por sus siglas en ingles).

8.2 Condiciones del cultivo celular

El cultivo de las lineas celulares Jurkat se llevo a cabo en medio RPMI 1640 con 2
gr/L de bicarbonato de sodio y suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado
(SFBI). Se adicion6 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina. La densidad
celular se mantuvo superior a 2 X10° células/ml, ya que el cultivo de células Jurkat en altas
densidades actia probablemente como un factor ambiental benéfico para su crecimiento,

viabilidad y expresion de CDA4.
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Las células HXBc2 y 522 F/Y requirieron para su cultivo (ademés de las
condiciones antes descritas) la adicion de 1 pg/ml de tetraciclina para inhibir la expresion
de proteinas virales. Ademas de geneticina (G418) a 200 pg/ml e higromicina a 200 pg/ml,
para mantener la seleccidn de las células transfectadas.

Los cultivos se mantuvieron en una incubadora a 37°C en una atmdsfera controlada
con 5% de CO,. Se realizaron cambios totales de medio cada tres dias debido a que la
tetraciclina adicionada al medio de las lineas celulares HXBc2 y 522 F/Y se descompone a

37°C.

8.3 Induccidn de la expresion de proteinas Env

Las lineas celulares HXBc2 y 522 F/Y se indujeron para la expresion de las
proteinas Env (Gp120/Gp41) en la membrana plasmatica. La induccion se realizo al retirar
el medio con tetraciclina. Para ésto, la suspensién celular se centrifug6é a 1150 rpm por 3
min en tubos de 50 ml y se descarto el sobrenadante. Posteriormente, el paquete celular se
resuspendio en 30 ml de buffer fosfato salino de Dulbecco (DPBS) y se lavo centrifugando
y descartando el sobrenadante, éste Ultimo paso se repitié en dos ocasiones mas. EI DPBS
utilizado es una solucién salina que contiene 200 mg/L de cloruro de potasio (KCI), 200
mg/L de fosfato monopotasico (KH2PO4), 8 gr/L de cloruro de sodio (NaCl) y 2.16 gr/L de
fosfato disddico heptahidratado (Na2HPO4*7H20) que posee un pH de 6.7 a 7.4.

El paquete celular se resuspendié en medio RPMI suplementado y adicionado con
geneticina e higromicina (200 pg/ml de ambos antibioticos). La suspension celular se llevo
a una nueva botella de cultivo, las células se guardaron nuevamente en la incubadora a

37°C en una atmosfera controlada con 5% de CO, por tres dias mas. Las células que a
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partir de ese momento presentan las proteinas de envoltura del HIV-1 en su membrana
plasmética son llamadas células Env* fusogénicas en el caso de las HXBc2 y células Env*

no fusogénicas en el caso de las 522 F/Y.

8.4 Colorantes de membrana

Las células CD4" (Jurkat E6-1) se marcaron con el colorante de membrana Dil
(1,1°-Dioctadecil-3,3,3°,3’-tetrametil-Indocarbocianina). EI Dil tiene un espectro de
absorcion en longitudes de onda () entre los 450 y 575 nm con maximo de absorcion a
una A de 551 nm, y un espectro de emision en A entre los 550 y 650 nm con un maximo de
emision en una A de 569 nm.

Las células Env* (Jurkat HXBc2 y Jurkat 522 F/Y) se marcaron con el colorante de
membrana DiO (nombre abreviado del perclorato de 3,3’-Dioctadeciloxacarbocianina). El
DiO tiene un espectro de absorcion en A entre los 405 y 520 nm con un maximo de
absorcion a una A de 489 nm, y un espectro de emision en A entre los 475 y 550 nm con un

maximo de emisién a una A de 506 nm (Fig. 6).
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Figura 6. Espectros de absorcion y emision de los colorantes DiO y Dil. a) espectro de
absorcion del DiO (azul) y del Dil (verde olivo), b) espectro de absorcion del DiO (verde claro)
y del Dil (verde olivo). El laser utilizado para excitar a ambos colorantes tiene una longitud de
onda de 488 nm, logra un 99.2% de excitacién del DiO y un 20.5% de excitacion del Dil.
Informacion de www.bdbiosciences.com (Fluorescence Spectrum Viewer).

Ambos colorantes tienen un grupo carbocianina que posee dos colas constituidas

por una cadena hidrocarbonada de 18 carbonos (Fig. 7). Las colas hidrocarbonadas se

intercalan entre los fosfolipidos de la membrana plasmética y los colorantes se quedan

fijados a las células.
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Figura 7. Estructura quimica de los colorantes lipofilicos de membrana DiO (izq) y Dil
(der). Ambos presentan dos colas de 18 carbonos que se inserta en la capa externa de la

membrana plasmatica.
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Los colorantes Dil y DiO en polvo se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO). Las
soluciones de trabajo de dichos colorantes tienen una concentracion de 350 pg/ml, y se

mantuvieron protegidas de la luz y a temperatura ambiente.

8.5 Marcaje de células con los colorantes de membrana

Las células se marcaron un dia antes del ensayo de fusién, es decir dos dias después
de la induccion. Las células se transfirieron a tubos de 15 ml y se centrifugaron a 1150 rpm
durante 3 min y se descartd el sobrenadante (para eliminar el medio de cultivo). La
concentracion celular se ajusté a 5 X10° células/ml de medio RPMI suplementado con 10%
de SFBi.

En los experimentos de conteo absoluto, las células Env* se marcaron con 5 pl de la
solucién de trabajo del colorante DiO, por cada mililitro de suspension celular; mientras
que las CD4" se marcaron con 5 pl de la solucion de trabajo del colorante Dil, por cada
mililitro de suspension celular. Sin embargo, en los experimentos de ciclo celular y
viabilidad, las células Env* se marcaron con 6 pl de la solucion de trabajo del colorante Dil,
por cada mililitro de suspension celular; mientras que las células CD4" se marcaron con 4
I de la solucion de trabajo, por cada mililitro de suspension celular. La cantidad de DiO se
aument0 para potenciar el efecto de FRET y reconocer mejor la poblacion doble
fluorescente. En contraste, la cantidad de Dil se redujo para no interferir con la sefial de
fluorescencia de la 7-Amino-actinomicina D (7-AAD). La incubacion de las células con los

colorantes fue por 15 min en la oscuridad y agitacion constante.
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El exceso de colorante (disuelto en el medio RPMI suplementado) se retird al
centrifugar las células a 1150 rpm durante 3 minutos y descartar el sobrenadante. Las
células se lavaron dos veces con 10 ml de medio RPMI suplementado. Por ultimo, las
células se resuspendieron en medio RPMI suplementado y se mantuvieron a una
concentracion entre 2X10° y 2.5X10° células por mililitro. A las células Env* se adicion6
nuevamente las concentraciones antes descritas de higromicina y geneticina (se
mantuvieron las condiciones de induccién sin tetraciclina). Finalmente, las células se

guardaron en la incubadora a 37°C en una atmdsfera con 5% de CO,.

8.6 Cocultivos

Las células se transfirieron a tubos de 15 ml, se centrifugaron a 1150 rpm durante 3
minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml de medio libre de suero
AIM-V. Las células viables se contaron con el hemocitometro y se ajusté la concentracion
de la suspension celular a 2X10° células/ml de medio. Se emplearon placas de cultivo con
48 pozos. A cada pozo de cocultivo se afiadio 500,000 células CD4" (250 pl de suspension
celular) 'y 500,000 células Env® (250 pl de suspension celular). En los pozos de
monocultivo se depositaron 500,000 células (250 pl de suspensién celular) de una sola
linea celular (CD4", Env" fusogénica o Env* no fusogénica). La placa de cultivo se incubd
a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,, antes de colectarse para su adquisicion en el

citometro de flujo.
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Se llevaron a cabo cocultivos de células CD4" marcadas con Dil y células Env*
fusogénicas marcadas con DiO, la fusion de células se puede apreciar a partir de dos horas
de cocultivo (Fig. 8). El control negativo para la fusion celular consistié de cocultivos entre
células Env* no fusogénicas marcadas y células CD4" marcadas, los dos tipos de cocultivos

se realizaron en paralelo.

Figura 8. Formacion de sincicios. a) Representacion esquematica de cocultivos entre células
CD4" (rojo) y células Env* fusogénicas (verde), con la subsecuente formacién de sincicios
(azul). Las flechas en negro sefialan la regulacién negativa de CD4 Imagen de autoria propia
realizada mediante el software ChemBio Draw; b) Fusion de sincicios y células individuales,
tincién con Fucsina 40X; c¢) Sincicio con 13 ndcleos y una célula individual circundante,
tincion con Giemsa 40X.

El efecto del inhibidor de fusién T-20 (que se une a una estructura intermediaria de
la Gp4l y evita el cambio conformacional, necesario para la fusion de membranas) se
probo en cocultivos de células CD4" con Env* fusogénicas. La adicion del T-20 se llevo a
cabo a partir de las 6 u 8 horas de cocultivo (posterior a la formacion de sincicios), evitando

la formacion de nuevos sincicios despues de éste tiempo. EIl T-20 se adicion0 a partir de las
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6 horas de cocultivo en experimentos de fusion, viabilidad o ciclo celular y a partir de las 8
horas de cocultivo en experimentos de conteo absoluto.

El T-20 se disolvié en DPBS, estableciendo la concentracion de T-20 de dicha
solucion en 9800 pg/ml. A los pozos de cocultivo se agregd 1 ul de dicha solucion por cada
100 pl de suspension celular. La concentracion de T-20 en cada pozo fue de 98 pg/ml de

suspension celular.

8.7 Pulso de BrdU

La 5-bromo-2-deoxyuridina (BrdU) es un analogo de la timina que se incorpora al
ADN durante la fase S del ciclo celular. La BrdU se adiciono a los pozos con células en
experimentos de ciclo celular. Se preparé una solucion 0.65 mM de BrdU en buffer
Perm/Wash 1X. El pulso de BrdU se di6 al afiadir 20 pL de dicha solucion a cada pozo de
cultivo durante los ultimos 45 minutos de incubacion, antes de cosechar las células. La

incubacion con la BrdU fue a 37 °C en una atmosfera con 5% de CO».

8.8 Cosecha

La colecta o cosecha de las células en cocultivo, asi como de sus controles en
monocultivo se llevo a cabo a las 6, 24, 48 y 72 horas después de colocar la placa de
cultivo, para el caso de los experimentos de fusion y viabilidad. Para experimentos de ciclo
celular, las células se incubaron en cocultivo y monocultivo por 6, 24 y 48 horas. Para los

experimentos de conteo absoluto se prefirié colectar a las 0, 8, 24, 48, 72 y 96 horas, para

54



ampliar la ventana de tiempo y correlacionar los numeros de las distintas poblaciones
celulares con respecto a un tiempo cero.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion correspondiente, el contenido de cada
pozo se transfirid a un tubo de citometria distinto. Las células en cada tubo se lavaron con
1 ml de buffer y se centrifugaron a 1150 rpm durante 3 minutos (para experimentos de
fusién, viabilidad y conteo absoluto) o 5 minutos (en experimentos de ciclo celular). El
sobrenadante se descart0 y el exceso de buffer de lavado se retiré absorbiendo con una gasa
estéril por decantacion.

El buffer de lavado empleado en la cosecha vario segun el tipo de experimento que
se realizd. Cuando solo se analizd la fusion y viabilidad en muestras sin fijar, el buffer
consistio en DPBS. En cambio, en los experimentos de ciclo celular se utilizoé un buffer de
lavado a base de DPBS + 3% de SFBi + 0.1% de azida de sodio. El buffer de lavado en los
experimentos de conteo absoluto, consistié en DPBS + 0.5% de albumina sérica bovina

(BSA) + 0.1% de azida de sodio.
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8.9 Estudio de las dinamicas de proliferacion de las poblaciones celulares

mediante conteo absoluto

El uso de perlas fluorescentes es usual para determinar el nimero absoluto de
células en muestras como es el caso de conteo de células CD4" y CD8" en muestras de
personas infectadas con HIV-1 o bien para el conteo de células CD34" en muestras de
leucoferesis (17, 160). El conteo absoluto de las células en cada pozo se realiz6 con la
ayuda de perlas TruCOUNT. Las células y las perlas fluorescentes se analizaron inmersas
en un buffer DPBS + 0.5% BSA + 0.1% azida de sodio (la presencia de proteinas minimizé
la variacion en el conteo absoluto con perlas fluorescentes) (17).

Las células despueés de cosechadas se resuspendieron en 300 pL de buffer de lavado
(DPBS + 0.5% BSA + 0.1% de azida de sodio). Por otra parte, el paquete 50,000 perlas
TruCOUNT se resuspendié en 1 ml de buffer de lavado. La suspensién de 1 ml de buffer de
lavado con 50,000 perlas se utiliz6 para tomar cuatro alicuotas de 200 pL (con 10,000
perlas). Cada alicuota se llevd a un tubo de citometria distinto que contenia a las células de
cada pozo en 300 uL de buffer de lavado. El contenido final de cada tubo de citometria
consistio de las células de cada pozo en 500 pL de buffer de lavado y diez mil perlas
TruCOUNT.

Las suspensiones celulares con perlas fluorescentes se analizaron en un citémetro de
flujo FACSCalibur. La fluorescencia de las perlas TruCOUNT se puede detectar por medio
de cualquiera de los cuatro detectores de dicho equipo. La fluorescencia se las perlas se
registré por medio de los detectores FL-4 y FL-3 (Fig. 9). Las muestras se analizaron en el

citometro de flujo hasta que se registraron 500 perlas fluorescentes.
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Figura 9. Ejemplo de la manera en que se identificaron y se seleccionaron las perlas TruCOUNT
(morado), lo que sirve para contabilizar un nimero fijo de perlas. Se pueden distinguir por su
distinto patrén de fluorescencia de células Env® fusogénicas (verde), células CD4" (rojo) y

sincicios (azul).
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A partir de los pardmetros de tamafio contra granularidad se delimit6 la poblacion
principal (R1) ya que ésta corresponde a la poblacion de células viables (Fig. 10). Se

determind el nimero absoluto de células en cada muestra con base en la siguiente formula:

P
NUmero absoluto de células = (C,) —
P>

Donde:

P1 = nimero de perlas totales en el tubo.

P, = nimero de perlas adquiridas por el citometro.

C1 = numero de células adquiridas por el citometro.
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Figura 10. Ejemplo de la manera en que se delimit6 la poblacion principal (R1). El tamafio de

las perlas fluorescentes (morado), es mas pequefio que el de las células y restos celulares, y se

observan muy cerca del origen (flecha morada). Las perlas son excluidas al delimitar la R1

(células viables), al igual que los restos celulares.

Se realiz6 conteo absoluto para cocultivos y sus controles en monocultivo a las 0, 8,
24, 48, 72 y 96 horas, se consideré unicamente las células de la poblacién principal o R1

(células viables).
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8.10 Fusion celular y viabilidad

Las células en cocultivo y monocultivo después de haber sido cosechadas se
resuspendieron en 300 pL de DPBS. A las células en suspension se les adicionaron 3 uL de
7-AAD Yy se incubaron por 15 min con hielo y en la oscuridad. Las células se analizaron en
el citdbmetro de flujo FACSCalibur y la incorporacion de 7-AAD por parte de las células no
viables se registro en el detector FL-3. Las células procesadas bajo éste procedimiento,
sirvieron para determinar tanto porcentaje de fusion en muestras no fijadas como la

viabilidad de las mismas (Fig. 11).
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Figura 11. Ejemplo de la manera en que se delimito a las células viables de las no viables. a) Células
CD4" espectadoras en cocultivo con Env* fusogénicas por 6 horas, b) células Env* fusogénicas
espectadoras en cocultivo con células CD4" y c) sincicios de cocultivos entre células CD4" y Env*
espectadoras. Las poblaciones roja, verde y azul corresponden a las que se muestran en la figura 4.

Se determiné el porcentaje de fusion y viabilidad de las células en cocultivo y sus

controles en monocultivo, a las 6, 24, 48 y 72 horas de incubacion.
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8.11 Analisis del ciclo celular

El estado del ciclo celular de las poblaciones celulares se determind en cocultivos de
células CD4" con Env® fusogénicas, en cocultivos de células CD4" con Env' no
fusogénicas y en sus respectivos controles en monocultivo. Lo anterior se realizé después
de 6, 24 y 48 horas de cocultivo, mediante la deteccion de incorporacion de BrdU al
material genético de las células en fase S y del contenido total de ADN.

Las células después de que se cosecharon, se resuspendieron en 100 ul de buffer BD
Cytofix/Cytoperm (contiene PFA al 4%) y se incubaron por 15 minutos en hielo.
Posteriormente, se les realiz6 un lavado con 1 ml de buffer BD Perm/Wash 1X (contiene
saponina), se centrifugaron a 1150 rpm por 5 min y a 4°C, y se descarté el sobrenadante.

Las células se resuspendieron en 100 pl de buffer BD Cytoperm Plus (contiene
DMSO al 10%) vy se incubaron por 10 minutos a 4°C o en hielo. Por Gltimo, las células se
lavaron con 1 ml de buffer BD Perm/Wash 1X centrifugando a 1150 rpm por 5 minutos a
4°C y se descartd el sobrenadante.

Las células se resuspendieron en 100 pl de buffer BD Cytofix/Cytoperm (contiene
PFA al 4%) y se incubaron por 5 minutos en hielo. Posteriormente, se les realiz6 un lavado
con 1 ml de buffer BD Perm/Wash 1X (contiene saponina), se centrifugaron a 1150 rpm
por 5 miny a4°C, y se descartd el sobrenadante.

El paquete celular se resuspendi6 en 50 pul DNAsa diluida (300 pg/ml) en DPBS y
se incub6 a 37 °C por una hora a bafio maria. Las células se lavaron con 1 ml de buffer
Perm/Wash 1X a 1150 rpm por 5 minutos a 4°C, y se desechO el sobrenadante.
Posteriormente, el paquete celular se resuspendié con 50 ul de una solucién 1:50 de anti-

BrdU acoplado a APC en buffer Perm/Wash 1X, y se incubd por 20 minutos a temperatura
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ambiente en la oscuridad. Se lavaron las células con 1 ml de buffer Perm/Wash 1X a 1150
rpm durante 5 minutos a 20 °C y se descarté el sobrenadante.

La cuantificacion relativa del contenido total de ADN presente en las células, se
Ilevd a cabo con la adicion de 10 pl 7-AAD, en el cual se resuspendié el paquete celular de
cada tubo con muestra y se incubd por 15 minutos a 4 °C en oscuridad. Finalmente, se
afiadi6 a cada muestra 350 pl de buffer del buffer de lavado a base de DPBS + 3% de SFBi
+ 0.1% de azida de sodio y las células se analizaron en el citdbmetro de flujo.

El ciclo celular se determiné en las células en cocultivo y sus controles en
monocultivo, a las 6, 24 y 48 horas, considerando solo las células viables (tomando como
base solo la poblacién principal o R1). En células individuales, el ciclo celular puede
determinarse mediante la determinacion de sintesis de ADN evidenciada por la
incorporacion de BrdU y por el contenido de ADN (la ploidia no se modifica) (Fig. 12). Sin
embargo, en los sincicios la ploidia se modifica. El problema se vuelve ain mas
complicado de dilucidar si tenemos en cuenta que las células que se fusionan no siempre se

encuentran en el mismo estadio del ciclo celular.

Figura 12. Representacion esquematica de la relacion entre la ploidia y en contenido de
ADN en células en fase G, y en fase G,. Imagen de autoria propia realizada mediante el
software ChemBio Draw. 62



La posibilidad de que se formen sincicios con la misma ploidia pero diferente
contenido de ADN o bien con el mismo contenido de ADN pero diferente ploidia (Fig. 13y
14). Al detectar el contenido de ADN por citometria de flujo mediante el uso de 7-AAD, no
se puede tener certeza de la ploidia de los sincicios obtenidos salvo en un caso particular.
Dicho caso son los sincicios binucleados en los cuales una célula Env* en fase G; se
fusiona con una célula CD4" en fase G;, que origina sincicios con una ploidia 4n y un
contenido de ADN 4c (Fig. 13a). Esto recuerda al contenido de ADN de una célula en fase
G, pero tiene una ploidia diferente. El resultado de la fusion de células CD4" en distintas
fases del ciclo celular con células Env® resulta en una gran diversidad de ploidias y
contenidos de ADN en los sincicios debido a dos principales razones, el namero de células

fusionadas y al contenido de ADN de cada una de las células que se fusionan (Fig. 14).
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Figura 13. Discrepancia entre la ploidia y el contenido de ADN en sincicios generados por
fusion celular en cocultivos de células CD4" con células Env* fusogénicas. La flecha negra
indica la desaparicion de CD4 de la membrana plasmética al formarse los sincicios. Imagen
de autoria prooia realizada mediante el software ChemBio Draw.
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Figura 14. Probables combinaciones de ploidia y contenido de ADN en sincicios
(azul) de hasta cuatro células considerando la incorporacion de una sola célula Env*
fusogénica (verde) y de células CD4" Unicamente en fase G; 0 G, (rojo), pues las
células en fase S representan el rango intermedio en contenido de ADN.
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Las células en monocultivo y las células espectadoras se clasificaron por su
contenido de ADN e incroporacién de BrdU, como células en fase G1, S 0 G, (Fig. 15). Los
sincicios se clasificaron como positivos 0 negativos para la incorporacion de BrdU, y
mediante el parametro de contenido de ADN proveidos por las células individuales, como
pequefios o grandes. Los llamados sincicios pequefios son aquellos con un contenido de
ADN menor o igual a 4c, que es la cantidad que posee una célula en fase G, una vez que ha
duplicado su material genético. Los sincicios pequefios son los que tienen un contenido de

ADN mayor a 4c (Fig. 15E).
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se determing el ciclo celular. a) Células CD4" en monocultivo,

b) células Env* fusogénicas en monocultivo, c) células CD4" espectadoras en cocultivo con células Env*
fusogénicas, d) células Env" fusogénicas espectadoras en cocultivo con células CD4" y e) sincicios
(positivos y negativos a la incorporacion de BrdU, cuadrantes superiores e inferiores respectivamente;
pequefios y grandes por su contenido de ADN, cuadrantes izquierdos y derechos respectivamente).



8.12 Anélisis por citometria de flujo

La lectura de las muestras se llevd a cabo mediante un citometro de flujo
FACSCalibur con capacidad para detectar cuatro canales de fluorescencia y con la
capacidad de excitar a los colorantes fluorescentes con dos laseres. El laser de 488 nm se
utiliza cuando se requiere el uso de los detectores FL-1, FL-2 y FL-3 y el laser de 633 nm
se requiere cuando se utiliza el detector FL-4.

El detector FL-1 registra fluorescencias con longitudes de onda (A) de entre 515 y
545 nm y se empleo para detectar al colorante DiO (fluoresce con A entre 475-550nm). El
detector FL-2 registra fluorescencias con A entre 556 y 606 nm Yy sirvié para detectar al
colorante Dil (fluoresce con A entre 550-650nm). El detector FL-3 registra fluorescencias
con A mayores a 670 nm Yy en él se detecté la fluorescencia de la 7-AAD que se une a ADN
en las células fijadas o en células no viables de muestras no fijadas. El detector FL-4
detecta fluorescencias con A entre 635 y 667 nm, y en él se detectd la sefial del fluorocromo
APC el cual se encuentra unido al anticuerpo anti-BrdU y también se utiliz6 para detectar
las perlas TruCOUNT. El registro del tamarfio se llevo a cabo mediante el detector FSC
(Forward Scatter) y la complejidad intracelular o granularidad mediante el detector SSC
(Side Scatter). Los detectores FSC y SSC registran A de 488 nm, ya que son para detectar la
dispersion frontal y lateral respectivamente, del laser de 488 nm. La escala de tamafio
(FSC) y granularidad (SSC) se realiz6 en escala lineal. El detector FL-3 solo en el caso de
experimentos de ciclo celular, se registrd la fluorescencia en escala lineal. Lo anterior se
realiz6 con la finalidad de tener una medida relativa del contenido de ADN en las células
analizadas (datos semicuantitativos). En los detectores FL-1, FL-2, FL-4 y FL-3 cuando se

analiza la viabilidad, la deteccidn de la fluorescencia se realiz6 en escala logaritmica.
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Para los experimentos de cocultivos se marcaron a las células Env* con DiO
volviéndolas positivas para la deteccion de fluorescencia en el detector FL-1. A su vez,
ocurre lo mismo con las células CD4" cuyas membranas plasmaticas se marcaron con Dil
lo que las volvio positivas al registro de fluorescencia para el detector FL-2. Al ocurrir la
fusion celular entre las células CD4" y las Env* fusogénicas, los sincicios se encontraron
con doble fluorescencia, y fueron registrados por los detectores FL-1y FL-2.

Los sincicios registraron en el detector FL-1, una intensidad de fluorescencia mayor
que las células CD4" no fusionadas (espectadoras). Lo anterior ocurrié por la Transferencia
de Energia por Resonancia de Forster (FRET por sus siglas en ingles). EI FRET se presento
en el caso de las células fusionadas debido a la tan estrecha proximidad entre las moléculas
de ambos tipos de colorantes resultado de la fusion de membranas. Cuando la distancia
entre los colorantes fue menor a 10 nm parte de la emision de fluorescencia del colorante
fluorescente DiO (verde) fue absorbida por el colorante Dil (rojo) y aumento la intensidad
de fluorescencia que éste emitia (el Dil fue excitado por el laser de 488 nm y por parte de la
emision de fluorescencia del DiO). EI FRET no ocurrié en agregados de células CD4"
tefiidas y células Env" tefiidas (particulas doble fluorescentes no debidas a fusion celular),

ya que la distancia entre ambos colorantes fue mayor a 10 nm (69, 70, 71, 106, 151).
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9. Resultados

9.1 Formacion de sincicios

El analisis por citometria de flujo de los cocultivos de células Jurkat CD4" tefiidas
con Dil y células Jurkat Env* fusogénicas tefiidas con DiO, muestran una tercera poblacion
compuesta por células con doble fluorescencia debido a la fusion mediada por las proteinas
de envoltura del HIV-1 (Fig. 16). Las células doble fluorescentes corresponden a los
sincicios (69, 70, 71, 106, 151). Las células CD4" que no se fusionaron (espectadoras)
presentan fluorescencia roja (emitida por el Dil). Las células Env® que no se fusionaron
(espectadoras) presentan fluorescencia verde (emitida por el DiO). En éste tipo de analisis,
los sincicios presentan una fluorescencia roja mas intensa que la de las células CD4" no
fusionadas (espectadoras), debido al fendbmeno conocido como FRET (antes descrito para
nuestro modelo) (Fig. 12A). La manifestacion de FRET en las células con doble
fluorescencia indica que éstas corresponden a células fusionadas (69, 70, 71, 106, 151). En
presencia de compuestos que bloquean a los receptores Gp120/Gp41 y CD4, no se detectan
células fusionadas si no solo agregados celulares, los cuales no presentan (70, 71, 106,
151). Los sincicios presentan un mayor tamafio y granularidad con respecto a las células
espectadoras de ambos tipos, las que morfologicamente son similares entre ellas (Fig. 12B-

C).
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Figura 16. Fendmeno de fusion celular en cocultivos de células CD4" con Env* fusogénicas:
a) Grafica de puntos de un cocultivo de células CD4" (rojo) con células Env* fusogénicas
(verde), donde aparece una tercera poblacion celular doble fluorescente y con FRET sobre la
fluorescencia roja, que representa los sincicios (azul). b) Grafica de puntos donde se observa
el tamafio y granularidad de las células en cocultivo y se aprecia que los sincicios (azul)
poseen un mayor tamafio y granularidad o complejidad celular que las células CD4"
espectadoras (rojo) y Env* espectadoras (verde). ¢) Microfotografia a un aumento de 40X de
un pozo de cocultivo donde se sefialan células espectadoras (flechas verdes) y sincicios

(flechas azules).

70



Los porcentajes obtenidos de sincicios varian dependiendo del estado general de las
células en cocultivo, de los niveles de expresion de CD4 por parte de las células blanco y
del tiempo que dure el cocultivo. La expresion de la molécula CD4, la viabilidad y la
proliferacion celular mejor6 cuando el cultivo se mantuvo a densidades de
aproximadamente 2 6 2.5X10° células/ml. Bajo condiciones de alta densidad celular, El
porcentaje de células CD4" que expresaron niveles detectables de CD4 fue de entre 65 y
70% (Fig. 17). Lo anterior se menciona ya que usualmente se obtenian porcentajes de

expresion de CD4 de entre 51-52% (151).
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Figura 17. Nivel de expresion de CD4 por parte de las células CD4" en condiciones de alta densidad

celular (rojo), con respecto a células no marcadas por un anticuerpo control de isotipo (gris).
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La densidad celular en los cocultivos también es otro parametro que afecta los
indices de fusion ya que a mayor densidad se favorecen mas el contacto entre células CD4*
y Env* fusogénicas. Los experimentos se realizaron con una densidad celular de 2X10°

cel/ml.
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La morfologia de las células en cocultivo se observd al microscopio éptico durante
tres dias y se tomaron fotografias a los pozos con cocultivo (Fig. 18) y sus controles en
monocultivo (Fig. 19) justo antes de cosechar las células. En los cocultivos de células CD4"
y células Env® fusogénicas, se observaron sincicios desde las primeras seis horas de
cocultivo. Ademas, en cocultivos de células CD4" y células Env' no fusogénicas no se
observaron sincicios generados por fusion celular, simplemente se encontraron células
individuales en grandes agregados. Los controles en monocultivos nos muestran que
existen grandes agregados en el caso de las células CD4" debidos posiblemente a una muy
alta expresion de moléculas de adhesion, sin embargo los monocultivos de células Env*

tanto fusogénicas como no fusogénicas no presentan ésta caracteristica.
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Figura 18. Microfotografias vistas a 40X de cocultivos en experimentos de 72 horas. a-d) CLtl)cuItivo
de células CD4" con Env® fusogénicas, e-h) cocultivos de células CD4" con Env" fusogénicas
afiadiendo T-20 a partir de las 6 horas. i-l) cocultivo de células CD4" con Env* no fusogénicas (no se
observaron sincicios). Las flechas azules sefialan los sincicios, y las flechas verdes indican células

individuales agregadas.
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Figura 19. Microfotografias vistas a 40X de monocultivos en experimentos de setenta y dos horas.
a-d) Monocultivo de células CD4", (la gran cantidad de agregados sugiere alta expresion de
moléculas de adhesion), e-h) monocultivo de células Env* fusogénicas y i-I) monocultivo de
células Env® no fusogénicas. Las flechas azules sefialan los sincicios, y las flechas verdes indican

celulas individuales agregadas.
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9.2 Dinamica de las poblaciones en cocultivo

En estudios iniciales, las dindmicas poblacionales de las células en cocultivo se
caracterizaron mediante el conteo absoluto del nimero de células de cada tipo en los
cocultivos. Con el conteo absoluto a distintos tiempos de cocultivo, se determind que las
células espectadoras (tanto Env® como CD4%) disminuyeron rapidamente durante las
primeras 8 horas de cocultivo. La disminucion de las células espectadoras continué hasta
las 24 horas de cocultivo. El numero de éstas células no aumentd considerablemente en
tiempos subsecuentes de cocultivo. Las células CD4" en monocultivo mostraron
proliferacion constante, ya que el numero de células de su poblacion se incrementd
progresivamente a lo largo de las 96 horas del experimento.

La formacion de sincicios fue evidente de las primeras 8 horas de cocultivo. El
numero de sincicios aumentd gradualmente hasta las 96 horas. Sin embargo, el lapso de
tiempo en el que se formaron mas rapidamente sincicios fue de las 0 a las 8 horas de
cocultivo.

Ademas en dichos estudios iniciales, ya se podia distinguir que la poblacion de
células Env'* fusogénicas en monocultivo no parecia incrementar sus niimeros a lo largo de
los cuatro dias del experimento. Las células Env' en cocultivo con células CD4",
presentaron un disminucion el nimero de células de su poblacion a las 8 y 24 horas de

cocultivo y posteriormente éste se estabilizé (Fig. 20).
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Figura 20. Dindmica las poblaciones celulares en cocultivos entre células CD4” y células Env™
fusogénicas. a) Cocultivos entre células CD4™ espectadoras (M) y células Env™ fusogénicas
espectadoras (M) y formacién de sincicios (®): b) comparacion entre células CD4™ en monocultivo

() y células CD4" espectadoras en cocultivo (M) y ¢) comparacién entre células Env™ fusogénicas
en monocultivo (M) y células Env™ fusogénicas espectadoras CD4™ ().
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Estudios posteriores mostraron que la adicion de un inhibidor de fusién como el T-
20 a partir de las 8 horas de cocultivo origind que el nimero de células CD4", después de
éste tiempo no se redujera (Fig. 21). La dindmica poblacional de dichas células (después de
las 24 horas de cocultivo) se asemeja al de las CD4" en cocultivo con las células Env' no
fusogénicas (Fig. 22). Lo anterior indica que las células CD4" en presencia de células Env*
y de sincicios siguieron proliferando ya que el nimero de células de su poblacion aumento
desde las 8 hasta las 96 horas de cocultivo. Las células CD4" espectadoras en cocultivo con
células Env* no fusogénicas duplicaron el nimero inicial de células de su poblacién al
finalizar las noventa y seis horas de cocultivo (Fig. 22A).

El efecto del inhibidor de la fusién se pudo apreciar al comparar las dinamicas
poblacionales de los sincicios con o sin la adicion de T-20. EI nimero de sincicios no se
incrementd con la presencia del inhibidor de fusion a partir de las 8 horas de cocultivo (Fig
22B). El T-20 fue una alternativa adecuada a fin de estabilizar el nimero y proporcion de
sincicios en cocultivos entre células CD4" y células Env* fusogénicas.

El fenomeno que alteré el nimero de células Env* es la fusion (en el caso de las
Env’ fusogénicas que redujo su nimero) y fuera de ello su poblacion permanecié sin
incrementarse de manera importante. El inhibidor no alteré el ndmero de células Env*
fusogénicas, las cuales mantienen el nimero de células de su poblacion aproximadamente

constante aun sin fusion celular después de las 8 horas de cocultivo (Fig. 22C-D).
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Figura 21. Efecto de la formacion de sincicios e interrupcion de la fusion constante, sobre las
poblaciones de células espectadora. a) Cocultivos sin T-20, entre células CD4™ (M), células Env™
fusogénicas (M), y formacion de sincicios (W); b) cocultivos con T-20 a partir de las 8 horas, entre
células CD4™ (M) y células Env™ fusogénicas espectadoras () con la formacién de sincicios (H), y
¢) cocultivos entre células CD4™ (M) y células Env™ no fusogénicas ('), se sefiala a las particulas
doble fluorescentes (Hl).
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Figura 22. Dinamica las poblaciones celulares bajo distintas condiciones de cocultivo. a) Células
CD4” en monocultivo (). células CD4™ espectadoras cocultivadas con células Env™ fusogénicas (Ml
). células CD4" espectadoras cocultivadas con células Env™ fusogénicas pero con la adici6n de T-20
a partir de las 8 horas de cocultivo () y células CD4™ espectadoras cocultivadas con células Env™
no fusogénicas (M); b) Sincicios obtenidos de cocultivos entre células CD4™ y células Env™
fusogénicas (M), sincicios formados en cocultivos de las mismas células pero afiadiendo T-20 a
partir de las 8 horas de cocultivo (M) y particulas doble fluorescentes de cocultivos entre células
CD4” y células Env™ no fusogénicas(ll); ¢) Células Env™ fusogénicas en monocultivo (M), células
Env™ fusogénicas espectadoras cocultivadas con células CD4™ (M) y células Env” fusogénicas
espectadoras cocultivadas con células CD4” con T-20 a partir de las 8 horas de cocultivo (); d) las
células Env™ no fusogénicas en monocultivo () y células Env™ no fusogénicas espectadoras en
cocultivo cocultivadas con CD4™ (7).
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9.3 Porcentaje de fusion celular

El porcentaje de fusion es definido como el porcentaje de células fusionadas
(sincicios) presentes en un cocultivo. Los términos fusion celular y células fusionadas solo
se pueden aplicar en el caso de cocultivos entre células CD4" con células Env* fusogénicas.

El tiempo de cocultivo de las células CD4" con las Env' alter¢ el porcentaje de
fusion. Los porcentajes de fusion en cocultivos entre células CD4" y células Env* fueron de
24% para las 6 y 24 horas de cocultivo. Sin embargo, en dichos cocultivos los porcentajes

de fusion fueron de 32 y 33% para las 48 y 72 horas de cocultivo (Fig. 23).
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Figura 23. Porcentaje de fusion en; sincicios de cocultivos entre células CD4" y Env*

fusogénicas, sin (M) y con (M) la adicién de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo, y

particulas doble fluorescentes por agregacion en cocultivos entre células CD4" y células
Env’ no fusogénicas ().
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Nuestro grupo habia probado previamente que el T-20 afadido al momento de
colocar los cocultivos entre células CD4" y células Env' inhibia la formacion de sincicios
(150). En éste estudio se probo en el mismo tipo de cocultivos si la adicion del inhibidor de
fusién a partir de las 6 horas de cocultivo (una vez formados sincicios) producia un cambio
o modificacion de los porcentajes de sincicios a lo largo del experimento.

La adicion del inhibidor de la fusion T-20 mantuvo constantes los porcentajes de
fusién obtenidos a lo largo de 72 horas de cocultivo. El porcentaje de sincicios después de

72 horas de cocultivo fue de un 26%, (similar al 24% a las 6 horas de cocultivo) (Fig. 17).

9.4 Viabilidad de las células en cocultivo

Con el propédsito de determinar si la muerte celular particip6 en la reduccién del
namero de células durante la formacion de sincicios, se evaluo la viabilidad de células no
fijadas en cocultivo (y sus controles en monocultivo) mediante la adicion de 7-AAD.

La viabilidad se estudio en los cocultivos hasta las 72 horas. Los resultados de
conteo absoluto sugieren que a partir de dicho tiempo las células disminuyeron su
proliferacion debido a la ausencia de suero. También, se estudié si la adicion del inhibidor
de la fusion T-20 a partir de las 6 horas de cocultivo correlaciond con algun cambio en la
viabilidad de las células en cocultivo.

Las células CD4" en monocultivo tuvieron un porcentaje de viabilidad superior al
85%, excepto a las 72 horas (cuando su porcentaje de viabilidad fue de ~70%). Las células
CD4" espectadoras en cocultivo con Env' no fusogénicas tuvieron un porcentaje de
viabilidad por encima del 85%, excepto a las 72 horas de cocultivo (cuando su viabilidad

fue de ~80%).
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Las células CD4" espectadoras cocultivadas con células Env® fusogénicas tuvieron
un porcentaje de viabilidad de aproximadamente 65% a las 6 horas de cocultivo. Sin
embargo, después de 24 horas de cocultivo su porcentaje de viabilidad fue mayor al 80%.
Lo anterior ocurrio tanto con o sin la adicion del inhibidor de fusion T-20 a las seis horas de
cocultivo.

La adicion de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo, parecid mejorar
ligeramente la viabilidad de las células CD4" espectadoras a partir de las 48 horas de
cocultivo. El porcentaje de viabilidad de las células CD4" espectadoras fue de 87 y 81% a
las 48 y 72 horas de cocultivo respectivamente. El porcentaje de viabilidad de las células
CD4" espectadoras en cocultivo con células Env* fusogénicas con T-20 (adicionada a partir

de las 6 horas) fue de 92y 88% a las 48 y 72 horas respectivamente (Fig. 24).
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Figura 24. Porcentaje de viabilidad en células CD4". Células CD4" cocultivadas con células
Env* fusogénicas sin (lll) y con () la adicion de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo.
Células CD4" cocultivadas con células Env' no fusogénicas (M) y células CD4" en
monocultivo ().

La viabilidad de las células Env* fusogénicas espectadoras cocultivadas con células
CD4" fue considerablemente menor que la de las células CD4" espectadoras (excepto a las
6 horas de cocultivo). El porcentaje viabilidad de dichas células Env* espectadoras fue de
60-65% a las 6 horas de cocultivo, de 56-58% a las 24 y 48 horas de cocultivo y de
aproximadamente 40% a las 72 horas de cocultivo. La adicion del inhibidor T-20 no tuvo
efecto sobre la viabilidad de las células Env* fusogénicas en cocultivo.

El porcentaje de viabilidad de las células Env® fusogénicas en monocultivo fue
menor que el de células CD4" en monocultivo (excepto a las 72 horas). El porcentaje de
viabilidad dichas células fue de 65-70% a las 6 y 24 horas y de aproximadamente 80% a las

48 y 72 horas (Fig. 25).
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Figura 25. Porcentaje de células Env* fusogénicas viables. Células Env* cocultivadas con

células CD4" sin () y con (M) la adicién de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo.
Células CD4" en monocultivo ().

La viabilidad de las células Env® no fusogénicas espectadoras cocultivadas con
células CD4" fue mayor que la de las células Env* fusogénicas espectadoras cocultivadas
con células CD4" (incluso a las 72 horas de cocultivo). El porcentaje viabilidad de dichas
células Env"® espectadoras fue de 80-82% a las 6 y 24 horas de cocultivo, de 78% a las 48
horas de cocultivo y de aproximadamente 51% a las 72 horas de cocultivo.

El porcentaje de viabilidad de las células Env* no fusogénicas en monocultivo fue
mayor que el de células Env* fusogénicas en monocultivo (excepto a las 72 horas). El
porcentaje de viabilidad dichas células fue de 74% a las 6 horas, de 85-86% a las 24 y 48

horas y de aproximadamente 61% a las 72 horas (Fig. 26).
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Figura 26. Porcentaje de células Env* no fusogénicas viables. Células Env* no fusogénicas
en cocultivo con células CD4" (") y células CD4" en monocultivo ().

El porcentaje de viabilidad de los sincicios fue mayor que el de células Env*
fusogénicas cocultivadas con células CD4" (incluso a las 72 horas de cocultivo). El
porcentaje de viabilidad dichas células fue de 85% a las 6 horas, de 74% a las 24 horas, de
72-80% a las 48 horas y de 47-56% a las 72 horas. La presencia del inhibidor no mostro

efectos discernibles sobre la viabilidad de los sincicios (Fig. 27).
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Figura 27. Porcentaje de viabilidad en sincicios de cocultivos entre células CD4" y Env*
fusogeénicas, sin (-) y con (-) la adicion de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo.

La reduccion del porcentaje de viabilidad de los sincicios a las 72 horas mostro sus
primeros indicios desde las 48 horas. La morfologia (tamafio) y el contenido de ADN de un
parte de los sincicios se redujeron a las 48 horas de cocultivo.

Las células en cocultivos entre células CD4" y células Env* se separaron por medio
de un citometro de flujo FACSAria fijadas para el andlisis de su ciclo celular mediante la
deteccidn de incorporacion de BrdU y su contenido total de ADN (los tiempos de fijacion y
permeabilizacion fueron del doble a los del protocolo estandar). La aparicion de una
subpoblacion de sincicios de pequefio tamafio a las 48 horas de cocultivo se demostré en
experimentos de fusion celular en cocultivos de hasta 48 horas (Fig. 28). La nueva
poblacion de sincicios parece tener un tamafio aproximadamente similar al de células

espectadoras, aungque con una mayor granularidad.
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Figura 28. Perfil de tamafio contra granularidad de: a-c) células CD4" espectadoras, d-f) células
Env"® fusogénicas espectadoras y g-i) sincicios. Células separadas por un citdmetro de flujo
FACSAria de cocultivos de células CD4" y Env* fusogénicas. El circulo rojo sefiala la poblacion de
sincicios de menor tamafio que aparece a las 48 horas de cocultivo. Las condiciones de captura de
las muestras en el citometro de flujo fueron las mismas para todos los tiempos.
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NuUmero de células

La poblacion de sincicios méas pequefios que aparecio en cocultivos a las 48 horas,
es congruente con la presencia de sincicios con menor contenido de ADN (Fig. 29). Dicha
disminucion de tamafio y contenido de ADN probablemente indicé que ésta poblacion

estuvo en estadios tempranos de muerte celular.
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Figura 29. Comparacion del tamafio y contenido de ADN de los sincicios y de las células espectadoras.
a) La barra CE (células espectadoras) sefiala el rango de tamafio que poseen las células espectadoras,
tanto CD4" (rojo) como Env" (verde), b) comparacion del tamafio en sincicios de 6 horas de cocultivo
(turquesa) contra sincicios después de 48 horas de cocultivo (azul marino), c) la barra CE’ sefiala el
rango de contenido de ADN de las células espectadoras CD4" (rojo) y Env* (verde) y d) comparacion
del contenido de ADN en sincicios a las 6 horas de cocultivo (turquesa) contra sincicios a las 48 horas
de cocultivo (azul marino).

Sincicios
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9.5 Desarrollo de una técnica para el estudio del ciclo celular en
experimentos de fusion de células linfocitarias mediante citometria de cuatro
colores

El estudio del ciclo celular de cada poblacion después en cocultivos entre células
CD4" y células Env", fue primero analizado en células cocultivadas y separadas (mediante
un citémetro de flujo FACSAria) (Fig. 30). Sin embargo, se observé que en las lecturas de
las células Env® se generd un artefacto, debido probablemente a la apoptosis sufrida al
separarlas por medio del citometro de flujo FACSAria (Fig. 30A). El artefacto se atribuyé a
que posiblemente la separacion fue un evento muy estresante en las células que expresaban
el gen env (que al parecer son mas susceptibles ya que presentan menor porcentaje de
viabilidad con respecto a las células CD4"), llevandolas a apoptosis. La fragmentacion del
ADN en células apoptoticas expondria entonces extremos 3’ libres. Dichos extremos
pueden ser sujetos de la incorporacion de BrdU (por su semejanza estructural con la deoxi-
Uridina) por parte de la enzima deoxi-nucleotidil transferasa terminal (TdT por sus siglas
en ingles). La TdT es expresada en linfocitos T y B inmaduros, asi como en células de
leucemia linfoblastica aguda, por lo cual estd presente en nuestras lineas celulares (55, 80,
167). Las células Env* fusogénicas fueron positivas a la incorporacion de BrdU (similar a
lo que ocurre en la técnica de TUNEL para la deteccion de apoptosis en tejidos). Sin
embargo, éste artefacto no indica una sintesis de ADN en fase S. Debido a ésto se busco
como alternativa desarrollar una técnica de citometria de cuatro colores a fin de conservar
los colorantes lipofilicos de membrana, pero a la vez fijar y permeabilizar las células para la
entrada de 7-AAD para la deteccion del contenido total de ADN y un anticuerpo anti-BrdU

(acoplado a APC), para determinar la sintesis de ADN en fase S.
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Figura 30. Analisis del ciclo celular en células separadas usando un citometro de flujo
FACSAria. a) Las células CD4" espectadoras (rojo) se distribuyen en las tres fases del ciclo
celular, b) las células Env* fusogénicas espectadoras (verde) presentaron la formacion de un
artefacto debido el dafio por apoptosis y c) los sincicios (azul) parecen en su totalidad
positivos a la incorporacion de la BrdU. Las células no viables presentan muy poco contenido
de ADN (flechas grises).
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La técnica de citometria de cuatro colores se desarrollé para el andlisis del ciclo
celular de cada una de las poblaciones en cocultivo (Fig. 31). Dicha técnica tuvo que
satisfacer la condicion de preservar los colorantes de membrana para permitir la
identificacion de cada poblacion. Ademas de permitir la de fijacion y permeabilizacion de
las células para el ingreso de la DNAsa, la 7-AAD vy del anticuerpo anti-BrdU. Después de
varias pruebas, se obtuvieron resultados satisfactorios disminuyendo el tiempo de fijacion y
permeabilizacién de 30 a 15 minutos y de 20 a 10 minutos, respectivamente.

Las ventajas de la determinacion del ciclo celular por citometria de cuatro colores
son: la posibilidad de analizar el ciclo celular de cada tipo de células en cocultivo sin la
necesidad de separarlas, menor nimero de células requeridas para el analisis, evita la
generacion de artefactos por apoptosis debido a que se reduce el tiempo de manipulacién de
las células y sobretodo el hecho de que se pudo asi determinar y comprar al mismo tiempo
el ciclo celular de todas las poblaciones en cocultivo. La descripcién completa del método

desarrollado se describi6 en la seccion “Materiales y Métodos”
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Incorporacion de BrdU por sintesis de ADN (anti-BrdU)
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Figura 31. Ciclo celular por citometria de cuatro colores, en cocultivos de seis horas entre
células CD4" y células Env* fusogénicas. Las células CD4" espectadoras (rojo) se distribuyen
en las tres fases del ciclo celular, las células Env" fusogénicas espectadoras (verde)
presentaron paro del ciclo celular en fase G; y los sincicios (azul) presentaron células positivas
como negativas a la incorporacién de BrdU. a) Se puede apreciar el ciclo celular de la
totalidad de células en cocultivo, b) células CD4" espectadoras, c) células Env* fusogénicas
espectadoras y sincicios. Las células no viables presentan muy poco contenido de ADN
(flechas grises)
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9.6 Ciclo celular en monocultivos de células CD4" y Env*

Las células CD4" en monocultivo presentan entre un 25 al 30% de células en cada
fase del ciclo celular (Fig. 32A), es decir, hay aproximadamente un tercio de la poblacion
de células en cada fase. Cuando ésta proporcién se modifica es indicio de una alteracion del
ciclo celular que pudiese derivar en un paro o bloqueo del mismo. La técnica que
utilizamos no distingue entre las células en fase G, y células en fase M (aparecen como una
misma poblacion). Debido a que éstas células provienen de una linea de leucemia
linfoblastica aguda continuamente reingresan en el ciclo celular, no poseen fase Go. Las
células Env* fusogénicas después de tres dias de induccion de la expresion de env presentan
un paro del ciclo celular en la fase G;, de modo que aproximadamente el 83% de ellas se
encuentran en dicha etapa y solo un 16% estan en fase G,/M. No se observaron células
Env’ en fase S (Fig. 32B). Lo anterior indicd que su proliferacion practicamente se detuvo.

Las células Env* no fusogénicas muestran la misma condicién de paro de su ciclo celular.
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Figura 32. Estado del ciclo celular en: a) células CD4" y b) células Env® fusogénicas
(después de tres dias de induccion para la expresion del gen env).

El paro del ciclo celular por parte de las células Env* fusogénicas es consecuencia
directa de la expresion del gene env. El tiempo de induccion de la expresion de env es un
factor que se refleja en el ciclo celular. Entre menor fue el tiempo durante el cual expreso el
gene env observamos un mayor porcentaje de células que ain permanecen en fase G,/M.
Por ejemplo, cuando se indujo la expresion de env por tres dias, el 83% de células
permanece en fase G; y de 12 0 16 % de células se encuentran en fase G,/M (Fig. 26B). En
contraste, cuando se indujo la expresién de env por solo dos dias, el 63% permanecen en
fase G; y el 32% de las células se encuentran en fase G,/M (Fig. 33). Lo anterior indicd,
que la condicién de paro del ciclo celular fue mucho mas extendida entre la poblacion de

células Env® entre mayor fue el tiempo de induccion de éstas células.
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Figura 33. Estado del ciclo celular en de células Env* fusogénicas después de dos dias de
induccidn para la expresion del gen env.

El estudio del ciclo celular muchas veces solo se realiza analizando el contenido
total de ADN usando yoduro de propidio (IP) o 7-AAD en células fijadas. Mediante la
evaluacion de la incorporacion de BrdU se logré una mejor definicién de la subpoblacion
de células en fase S y una mejor delimitacion de las que se encontraron en fase Gy y G,/M.
En la Fig. 34 se muestra un ejemplo de un analisis de ciclo celular mediante contenido de
ADN (utilizando los datos de captura de las muestras presentadas en la Fig. 26). Aunque se
pueden distinguir las fases G1 y Go/M en células las CD4", se dificulta establecer los limites
de la fase S. El problema se acentiia en el caso de las células Env®, ya que como se ha

descrito anteriormente no existen células en fase S. Sin embargo, ésto no se logra apreciar
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debido a la falta de definicion de los limites entre las tres fases, aunque si se puede observar

el paro del ciclo celular en fase G;.
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Figura 34. Estado del ciclo celular (con base en su contenido de ADN), en: a) células CD4" y
b) células Env* fusogénicas después de tres dias de induccion para la expresion del gen env.

Un factor que se vigilé rigurosamente fue que el color del medio AIM-V no
perdiera su tono rojo (dado por el indicador rojo de fenol), pues la acidificacion del medio
que provoca el cambio de color hacia un tono amarillo puede afectar la viabilidad de las
células. EI medio AIM-V carece de suero fetal bovino y aunque posee glutamina, la cual
favorece la replicacion celular, la ausencia de suero en el medio de cultivo puede detener el
ciclo celular en fase G;. Lo anterior parece ocurrir a las células CD4" después de incubar 72

horas en medio AIM-V.
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9.7 Ciclo celular en cocultivos de células CD4" y Env*

Una vez bien desarrollada la técnica para el estudio de ciclo celular en cocultivos
mediante citometria de cuatro colores, se analizo el ciclo celular de las poblaciones en
cocultivo. En los sincicios solo se puede saber si éstos presentan sintesis de ADN o no
debido a la incorporacion de ADN, pero no se pueden definir como tal una fase S, G; o G..
Lo anterior se debe a que pueden fusionarse células en distintas fases del ciclo celular se
pueden presentan ndcleos en distintas fases del ciclo en un mismo sincicio. Ademas, uno de
los pardmetros que se utilizan para analizar el ciclo celular es el contenido de ADN que en
el caso de los sincicios también se ve aumentado y no corresponde al de una poblacion de
células individuales.

Las células espectadoras tanto CD4" como Env’ si se reconocieron en alguna de las
tres fases del ciclo celular (Fig. 35). Las primeras presentaron una constante proliferacion
ya que durante las 48 horas que se analizo el ciclo celular se observé células en cada una de
las distintas fases del ciclo. A las 48 horas de cocultivo se observd una mayor prevalencia
de células en fase G;. Sin embargo las células en fase S en el peor de los casos se mantuvo
alrededor del 23%. La poblacion de células que se encuentra en fase S es la primera
poblacién que tiende a desaparecer cuando se presenta un paro del ciclo celular. Por lo cual,
la formacion de sincicios o la interaccion con Gpl20 circundante no gener6 el paro del

ciclo celular en células Jurkat CD4" no activadas.
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Figura 35. Estado del ciclo celular de células CD4". Células CD4" cocultivadas con células Env
fusogénicas sin (lll) y con (M) la adicion de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo, células
CD4* cocultivadas con células Env* no fusogénicas (lll) y células CD4* en monocultivo (Hll).

La poblacion de células Env* espectadoras tanto fusogénicas como no fusogénicas
present6d un paro del ciclo celular en fase G;. Dicho resultado, es congruente a lo que se
observo en monocultivos de éstas lineas celulares inducidas para la expresion de env. La
proporcion de células Env* espectadoras fusogénicas en fase G; fue desde 84% hasta 90%,
éste patron se repite en los monocultivos de células Env* tanto fusogénicas como no
fusogénicas. Lo anterior indic6 que no existié cambio en el estado del ciclo celular de éstas
lineas celulares con respecto a su estado antes de iniciar los cocultivos, debido a la

formacion de sincicios (Fig. 36 y 37).
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Figura 36. Estado del ciclo celular de células Env" fusogénicas. Células Env® fusogénicas
cocultivadas con células CD4" sin () y con (M) la adicién de T-20 a partir de las seis horas de
cocultivo, y células Env* en monocultivo (7).
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Figura 37. Estado del ciclo celular de células Env" no fusogénicas. Células Env" no fusogénicas

cocultivadas con células CD4* (") y células Env' no fusogénicas en monocultivo ().
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La sintesis de ADN se compar6 entre sincicios de cocultivos en los cuales ocurria
constante incorporacion de células CD4" y sincicios de cocultivos donde se inhibio la
constante incorporacion de células CD4" en sincicios y la formacion de nuevos sincicios.
Esto ultimo se inhibié con la adicion de T-20 a las 6 horas de cocultivo, por lo cual se
estudiaron solo los sincicios generados durante las primeras 6 horas. La incorporacién de
BrdU en ambos casos present6é un perfil similar, por lo que la sintesis de ADN no solo se
debe a la incorporacion de células CD4" en fase S en los sincicios, sino que es una
caracteristica intrinseca de los mismos.

El porcentaje de sincicios que sintetizaron ADN a las 6 horas de cocultivo fue de
63-71%. Sin embargo, el porcentaje de sincicios con sintesis de ADN a las 24 horas de
cocultivo fue de 31-36%. A pesar de la reduccion del porcentaje de sincicios con sintesis de
ADN, tenemos que a las 48 horas de cocultivo el entre el 23-24% de los sincicios

sintetizaron ADN (Fig. 38).
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Figura 38. Porcentaje de sincicios positivos (izq) y negativos (der) a la incorporacion de BrdU.
Sincicios provenientes de cocultivos entre células CD4" y Env* fusogénicas, sin (M) y con (Il
la adicion de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo.

Los sincicios negativos para la incorporacion de BrdU son en su mayoria pequefios,
es decir con un contenido de ADN menor o igual a 4c. Dicha poblacion representé el 20-
23% de los sincicios a las 6 horas, el 34-37% a las 24 horas y el 43-47% de todos los
sincicios en cocultivo a las 48 horas. EI aumento de ésta poblacion de sincicios
correlacion0 con la aparicion de un mayor nimero de sincicios de menor tamarfio a las 48
horas de cocultivo descrito anteriormente en la seccion “viabilidad de las células en
cocultivo”. El porcentaje de sincicios pequefios y positivos a la sintesis de ADN fue de 23-

26% a las 6 horas, de 15-20% a las 24 horas y de 8-10% a las 48 horas (Fig. 39).
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El porcentaje de sincicios de mayor tamafio negativos a la sintesis de ADN fue de
11-13% a las 6 horas, de 27-31% a las 24 horas y de 31-32% a las 48 horas de cocultivo. El
porcentaje de sincicios grandes (contenido de ADN mayor a 4c), fue de 40-45% a las 6

horas, de 16-19% a las 24 horas y de 14-15% a las 48 horas de cocultivo (Fig. 40).
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Figura 40. Porcentaje de sincicios grandes positivos (izq) y negativos (der) a la incorporacion de
BrdU, provenientes de cocultivos entre células CD4" y Env* fusogénicas, sin (#) y con () la
adicion de T-20 a partir de las seis horas de cocultivo.
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10. Discusién

La infeccion por HIV-1 conlleva un sinnimero de alteraciones fisioldgicas, las
cuales son ocasionadas por distintos mecanismos (60, 100). La accién directa de proteinas
virales solubles como Gp120 puede evitar la proliferacion celular (154). El paro del ciclo
celular debida a Gp120 es una consecuencia posible en ciertos tipos celulares, como son
células progenitores neuronales del hipotalamo, células IL-2-dependientes y células CD8"
obtenidas de PBMCs activadas (133, 153). En el presente trabajo se buscé determinar el
efecto de la fusion celular mediada por las proteinas de la envoltura del VIH, sobre la
capacidad proliferativa de las células en cocultivo. Lo anterior se logré al analizar las
dindmicas poblacionales mediante conteo absoluto, la viabilidad y el ciclo celular de las
células en cocultivo. EI modelo estudiado puede dar una nocion del escenario que podria
suceder en nddulos linfaticos, donde concurren las condiciones de alta densidad celular y la

presencia de células infectadas que expresan proteinas virales.

10.1 Caracteristicas de los sincicios generados por fusion celular

La adecuada identificacion de las distintas poblaciones cocultivadas (fusionadas y
no fusionadas) se realizd por citometria de flujo, segin un protocolo disefiado Yy
caracterizado en nuestro grupo (69, 70, 71, 106, 151). El método permitié observar cambios
en sus dindmicas poblacionales, sus porcentajes de viabilidad y ciclo celular. La
identificacion se basd primordialmente en las fluorescencias de los colorantes lipofilicos de
membrana y en las caracteristicas morfologicas como el tamafio y granularidad, asi como el
fendmeno de FRET. Trabajos previos de nuestro grupo mostraron que los sincicios

presentan un mayor tamafio y granularidad que las poblaciones de células espectadoras (70,
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106). Los sincicios se identifican ademas por mostrar doble fluorescencia proveniente de
los colorantes Dil y DiO, utilizados para marcar las células antes del cocultivo. El efecto de
transferencia de energia del colorante DiO al colorante Dil es una caracteristica exclusiva
de los sincicios, ya que los agregados con ambos tipos celulares no lo presentan (70, 106).
Las caracteristicas morfologicas y probablemente funcionales de los sincicios son
heterogéneas (106), y ésto quedd nuevamente manifestado al observar la variable cantidad
de material genético y la sintesis de ADN que presentan algunos sincicios. En nuestro
modelo, el 60% de los sincicios no contienen mas de cuatro ndcleos y no muestran un
aumento considerable de su tamarfio (106). Lo anterior recuerda los sincicios generados de
la fusion entre linfocitos T en tejidos de pacientes infectados, los cuales contienen pocos
nacleos y no presentan aumento considerable de su tamafio (por ello son de dificil

deteccidn) (136).

10.2 Dinamicas de las poblaciones en cocultivo (aumento o disminucion del

numero absoluto de células)

El conteo de eventos absolutos mediante el uso de perlas TruCOUNT permitio tener
un panorama inicial del comportamiento de las poblaciones celulares en cocultivo en
experimentos de hasta 96 horas. Las dinamicas poblacionales mostraron la reduccion del
namero de células espectadoras y que éstas no incrementaron nuevamente su cantidad. Lo
anterior, podria ser ocasionado ya sea porque su Viabilidad se viera comprometida, su ciclo

celular fuera detenido o bien porque se incorporaran continuamente en sincicios.
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La fusion celular es un evento que ocurre con mayor rapidez dentro las primeras
horas de cocultivo. EI nimero de sincicios continua aumentando aunque de manera mas
lenta durante las 96 horas de cocultivo. Al inhibir la fusion de méas células a partir de las 8
horas del cocultivo mediante la adicion del péptido T-20, se obtuvo que el numero de
sincicios permaneciera constante, indicando que el inhibidor impidio la formacién de
nuevos sincicios.

La muerte celular, el paro del ciclo celular o incorporacion constante en los sincicios
pudieran originar que las poblaciones de células espectadoras no vuelvan a incrementarse.
Por lo anterior, se detuvo la incorporacion constante en los sincicios (adicionando un
inhibidor de la fusion) después de las 8 horas de cocultivo.

Las células Env® fusogénicas en cocultivo con células CD4" no proliferaron aun
después de la adicion del inhibidor de la fusion. Al inhibir la fusion después de 8 horas de
cocultivo, aumenté la poblacion de células CD4" en cocultivo con células Env*
fusogénicas. La simple presencia de sincicios (sin mas eventos de fusion) no fue suficiente
para limitar el crecimiento de la poblacion de éstas células espectadoras y por ende se
requiere de la constante fusion celular para generar nuevos sincicios o bien el continuo
reclutamiento de células CD4" por parte de los sincicios.

Las razones del por qué se mantienen nimeros bajos de células espectadoras en
cocultivo fueron diferentes para cada tipo de poblacion de espectadoras. Las células Env*
dejaron de proliferar, mientras que las células CD4" espectadoras (cocultivadas con células

Env® fusogénicas), aunque en constante proliferacion, fueron casi a la misma velocidad

constantemente reclutadas en sincicios.
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10.3 Porcentaje de fusidn y efecto del inhibidor T-20

El efecto del inhibidor afiadido después de la formacion de los primeros sincicios (a
las 6 horas de cocultivo) sobre el porcentaje de los mismos generados es evidente a partir
de las 48 horas de cocultivo. El inhibidor de fusion evita que el porcentaje de sincicios se
incremente, mientras que en ausencia del mismo el porcentaje de fusion aumenta. Lo
anterior termina de confirmar lo ya antes reportado de que el T-20 evita la fusion celular
(151), sin importar que ya se hubiesen generado células fusionadas a causa de las mismas.
Por lo cual, es una buena alternativa a fin de estabilizar el nGmero y proporcion de sincicios
a lo largo del tiempo de cocultivo. También se disminuye la heterogeneidad, al menos en
cierto grado pues el tiempo de formacion es muy parecido. Ademas, se evita posibles
cambios de fenotipo o de caracteristicas propias de los sincicios por la contribucion de una
nueva célula que llegue a fusionarse.

Los sincicios que son de muy dificil deteccion sin algun marcador especifico (136),
sobre todo por el hecho de que dejan de expresar CD4 (151). La probabilidad de que dichos
sincicios permanezcan en un microambiente disminuyendo el nimero de células CD4",

puede ser reducida enormemente por la administracion de enfuvirtida (T-20).

10.4 Porcentajes de viabilidad de las células en cocultivo

La muerte celular de las células en cocultivo en éste modelo no es la razén por la
cual disminuye el nimero de células espectadoras tanto CD4" como Env’. Las células
CD4" espectadoras en cocultivo con células Env® fusogénicas por ejemplo no mostraron
una disminucién de su porcentaje de viabilidad a lo largo de 72 horas de cocultivo, excepto

a las 6 horas de cultivo. Sin embargo, la menor viabilidad a las 6 horas de cocultivo se
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debié a que la incorporacion de un gran numero de células viables a los sincicios por lo
cual la proporcion de éstas disminuyo. Para las 24 y 48 horas de cocultivo se observd una
recuperacion del porcentaje de viabilidad de las células CD4" espectadoras en cocultivo con
Env* fusogénicas (con o sin la adicion de T-20). Existen reportes que indican que la
disminucion del ndmero de células CD4" debida a la fusion celular con células infectadas
mediante las proteinas Env del VIH se presenta a las 24 horas de cocultivo. Sin embargo, la
disminucion fue asociada a la fusion celular y a la suposicion de que los sincicios poseen un
corto tiempo de vida, lo cual no demostraron con estudios de viabilidad (161, 162).

Las células Env® fusogénicas poseen una menor viabilidad con respecto a las
poblaciones de células CD4" y células Env' no fusogénicas (ya sea en cocultivo o
monocultivo), ésta menor viabilidad se debi6 a la expresion de proteinas de envoltura. Sin
embargo, el hecho de que las células Env' no fusogénicas presenten buena viabilidad,
sugiere que la capacidad fusogénica de las proteinas de envoltura implica una disminucién
de la viabilidad.

El porcentaje de viabilidad que presentan los sincicios desde las primeras 6 horas
de cocultivo fue superior incluso al de las células Env* fusogénicas. La disminucion en la
viabilidad de los sincicios se presentd hasta las 72 horas de cocultivo. Lo anterior contrasta
con reportes donde se considera que los sincicios son sistemas desorganizados que mueren
rapidamente por apoptosis (43, 139). Aunque no se descarta que una proporcion de
sincicios presenten estadios muy tempranos de muerte celular, desde las 48 horas de
cocultivo, pero que sigan manteniendo cierta estabilidad metabdlica y por tanto no
presenten alteraciones en su membrana plasmatica. La posibilidad de que existan sincicios
viables por mas de 72 a 96 horas pudiera sugerir que al menos una parte de dichas células
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logran cierto grado de estabilidad, lo cual dependeria de las condiciones, nimero y fase del
ciclo celular de las células que se fusionan. Aunque se ha reportado en estudios post
mortem que el 50% de los sincicios en el sistema nervioso central se encuentran en

apoptosis, se desconoce cudl es el tiempo vida media de éstos (123).

10.5 Ciclo celular previa y posteriormente a la formacion de sincicios

Las proteinas de envoltura (al parecer Gp120) inducen el paro del ciclo celular en
ciertos tipos celulares (38, 133, 153, 154). Los reportes sobre paro del ciclo celular mediado
por la expresion de Env, indican que su accion es por la presencia de Gp120 soluble, y la
interaccion de ésta con receptores de quimiocinas (133). Dichas caracteristicas parecen
presentarse en éste modelo. Las células Env* son susceptibles al paro del ciclo celular por
la expresion de Env (independiente de la interaccion con CD4 y de la capacidad fusogénica
de Gp120), por ello su falta de proliferacién posterior es debido a esto. Como las células
Env’ no expresan CD4 (151) podemos postular a partir de éste punto, que el paro o bloqueo
es independiente de CD4. Lo anterior coincide con lo reportado anteriormente al respecto
(133, 153). La detencion del ciclo celular fue igual entre células Env* fusogénicas y no
fusogénicas por lo cual tampoco influye la capacidad fusogénica. La reduccion inicial de la
poblacion de células Env* es debida a la incorporacion de dichas células en los sincicios
pero su falta de proliferacion posterior es debida principalmente por el paro de su ciclo
celular.

Las células Jurkat CD4" no presentaron paro de su ciclo celular, lo cual coincide
con reportes previos en los cuales células CD4" no dependientes de 1L-2, no detienen su

ciclo celular por la accion de Gp120 (154). La reduccion de la poblacion de células CD4*
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aun a pesar de su constante proliferacion es debida a la incorporacion constante en
sincicios. Por lo anterior, el nimero de células CD4" que se incorporan a los sincicios es al
parecer mayor al de células Env® que se integran a los mismos. Estudios previos en el
laboratorio en los cuales se estudié la composicion relativa de los sincicios apoyan ésta
afirmacion (106). La incorporacion de un mayor niimero de células CD4" en los sincicios,
podria ser un aspecto de importancia en relacion a la patogeénesis de VIH, al tener en cuenta
que una célula infectada (Env") pudiese reclutar a varias células CD4" no infectadas,
reduciendo el nimero de éstas células en el microambiente.

Las células Env"® tanto fusogénicas como no fusogénicas en cocultivo con células
CD4" siguen mostrando su estado de paro del ciclo celular en fase G;, por lo anterior se
descarta que la formacion o presencia de sincicios altere el ciclo celular de las células
circundantes por la accion de factores solubles secretados por los sincicios.

En los sincicios la delimitacion del ciclo celular se vuelve confusa cuando no se
fusionan células sincronizadas. El analisis del ciclo celular normalmente se basa en la
presencia de ciertos complejos ciclina/CDK, caracteristicas como la sintesis de ADN, el
tamafo de las células y en el contenido de ADN de la célula. Al fusionar células no
sincronizadas, en un inicio se presenta una mezcla de las caracteristicas de ambas células
fusionadas, y si mas células se fusionan como es el caso de éstos sincicios, pues cada célula
aporta sus caracteristicas al sincicio.

Algunos autores han descrito la sincronizacion del ciclo celular en sincicios
binucleados, pero en dichos modelos se conocia la fase en la cual se encontraban ambas
células pues habian sido sincronizadas previamente y se analizaba por autoradiografia las

caracteristicas de cada nucleo (181). Sin embargo en el modelo con el cual se trabajo
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durante éste estudid, solo las células Env* se encontraban sincronizadas por lo cual solo
tendriamos la certeza del estado de ellas pero no de las células CD4" que se fusionan.
Ademas de que el analisis por citometria de flujo no permitia conocer las caracteristicas
particulares de cada nucleo de los sincicios. Aun asi se pudo observar que la sintesis de
ADN caracteristica de la fase S del ciclo celular se presenta de manera muy extensa en la
poblacién de sincicios a las 6 horas de cocultivo lo cual probablemente se deba al efecto de
la incorporacion de células CD4" en fase S en sincicios. Sin embargo, después de 24 horas
de cocultivo se observa que la sintesis de ADN se reduce de manera significativa y aun la
incorporacion de mas células CD4" en sincicios (de las cuales aproximadamente una de
cada tres se encuentra en fase S) no puede impedir dicho fendmeno. Aunque lo importante
de resaltar es que la sintesis de ADN se mantiene en cierto grupo de sincicios aun después
de 48 horas de cocultivo y al 42 horas después de impedir el reclutamiento de mas células
(entre ellas células en fase S). La sintesis de ADN posiblemente sea intermitente en los
sincicios, es decir, es poco probable (aunque no imposible) que los sincicios que sintetizan
ADN a las 48 horas de cocultivo lo hubiesen hecho durante los dos dias del experimento.
Lo anterior, no lo podemos asegurar ain pero es de considerar que la sintesis de ADN en
fase S se lleva a cabo en un lapso de tiempo de entre 6 a 8 horas y las sintesis continua de
ADN en sincicios tendria que ser un tiempo de 6 a 8 veces mayor. Nosotros sugerimos
entonces que en caso de que la sintesis de los sincicios fuera ciclica, podrian dar indicios de
que algunos sincicios pudiesen continuar el ciclo celular y quizas replicarse incluso. Lo
anterior, podria seguir un mecanismo similar al sucedido en los sincicios formados por
células en fase S y celulas en fase G;, donde la fusion fue seguida de la sincronizacion de
los nucleos en fase S y de varias rondas replicativas (181).
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11. Conclusiones

La formacion sincicios reduce drasticamente el nimero de células CD4" y de células
Env® fusogénicas en cocultivo. Después de cuatro dias, el nimero de células CD4"
espectadoras fue diez veces menor al de los cultivos control. En esta tesis se estudiaron la
viabilidad celular, la capacidad proliferativa, el ciclo celular y el reclutamiento continuo de
estas células en los sincicios como causas de esta disminucion

El analisis del ciclo celular de las células CD4" y Env' mostré que la disminucion
de su nimero durante la formacion de sincicios tiene causas diferentes. Las células CD4"
espectadoras cocultivadas con células Env* presentaron porcentajes normales de células en
las fases G;, S y G,/M, indicando que las células no fusionadas no presentan una alteracion
de su capacidad proliferativa durante la formacion de sincicios. La adicion al cocultivo del
péptido T-20 (inhibidor especifico de la fusion) una vez que se ha permitido la formacién
de sincicios durante 6 horas, indujo una recuperacién del crecimiento del nimero de células
CD4" espectadoras. Adicionalmente, se mostré que el porcentaje de células CD4™ viables
en los cocultivos fué igual al de las células control. Estas observaciones indican que las
células CD4" si se dividen y que no ocurre muerte de éstas células durante el cocultivo, por
lo que la aparente disminucion de su capacidad proliferativa se debié a su reclutamiento
continuo en los sincicios.

En cambio, las células Env® presentaron nula capacidad proliferativa y su ciclo
celular se encontr6 detenido en la fase G;. Esta detencion del ciclo celular ocurrio tanto en
células Env"® fusogénicas como no fusogénicas (debido a una mutacion en el péptido de
fusién), por lo cual se concluye que este evento es independiente de su capacidad

fusogénica. Por otra parte, estudios de nuestro laboratorio y reportes de la literatura indican
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que las células que expresan Env carecen de la molécula CD4. Por lo tanto, la detencidon del
ciclo celular no se debi6 tampoco a la interaccion de Gp120 con este receptor. Es posible
que la detencion del ciclo celular se relacione con la interaccion de Gp120 con receptores
de quimiocinas, ya que numerosos reportes indican que esta interaccion puede
desencadenar vias de sefializacion que ejercen una diversidad de efectos sobre distintos
tipos celulares.

El porcentaje de células viables Env' fusogénicas fué menor al de células Env* no
fusogénicas, tanto en monocultivo como en cocultivo. Por lo tanto, la expresion de Env y
particularmente, de moléculas de Gp41 funcional redujo la viabilidad celular. Las causas de
este efecto deben ser estudiadas posteriormente.

Estas observaciones indican que disminucion del nimero de células Env* durante
las primeras 6 horas de cocultivo se debe solamente a su incorporacion en los sincicios. La
falta de proliferacion de estas células y la pérdida de viabilidad son caracteristicas
intrinsecas de estas debido a la expresion de Env.

En el modelo in vitro utilizado en este trabajo, la gran mayoria de los sincicios
(aproximadamente el 75%) permanecio viable hasta por 2 dias horas y la mitad de los
sincicios fueron viables hasta por 3 dias. La presencia de sincicios no afecto la viabilidad de
las células circundantes, ya que el porcentaje de viabilidad de las células espectadoras
(tanto Env* como CD4") fué semejante al de las células control (en monocultivo). El estado
del ciclo celular de las células espectadoras (tanto Env' como CD4") en cocultivo no se
altero por la formacion o presencia de los sincicios. La mayor parte de los sincicios (60-
70%) mostro actividad de sintesis de ADN a las 6 horas de cocultivo. Este porcentaje se

redujo a aproximadamente 35% las 24 horas. La sintesis de ADN continué en cerca de 23%
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de los sincicios después de 48 horas. Esta actividad se mantuvo en presencia del péptido
inhibidor de la fusion T-20, y por lo tanto no se debid a la incorporacién de nuevas células
en fase S, por lo que fué una actividad propia de los sincicios. Dado que el contenido de
ADN en estos sincicios no aumento de manera desproporcionada (lo que podria ocurrir si la
sintesis de ADN fuera continua durante las 48 horas) es factible que la sintesis de ADN
fuera ciclica y no continua. Por lo tanto, estas observaciones sugieren que una fraccion de
los sincicios generados mantiene la capacidad de proliferar.

La consecuencia inmediata de la formacion de los sincicios sobre las células
circundantes es la disminucion del niamero de células en el microambiente, especialmente
por la continua desaparicion de las células CD4". Lo anterior excluye la muerte de las
células circundantes y alteraciones a su ciclo celular inducida por la presencia de sincicios.
La disminucion del nimero de células CD4" debida a la fusion y la sobrevida de cierto
porcentaje de sincicios, podrian ser relevantes para la patogénesis del SIDA. Estos eventos
podrian producirse durante la infeccion por el VIH in vivo, particularmente en los tejidos
linfaticos, en donde la alta densidad celular y la presencia de numerosas células infectadas

favorecerian la formacion de sincicios.
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13. Apéndice A

13.1 Origen y epidemiologia del VIH/SIDA

El origen del SIVcpz (SIV de chimpancés) progenitor del HIV-1, se considera
surgio a partir de la recombinacion de varios linajes de SIV ancestrales. Las cepas que
actualmente infectan monos en el Centro-Oeste Africa surgieron de éstas cepas ancestrales,
que se transmitieron al ser humano mediante zoonosis (59).

Los clados M y O de HIV-1 surgieron de transmisiones independientes entre
especies transmisiones a principios del siglo 20. Las cepas de VIScpz que dieron origen al
HIV-1 del clado M, pertenecian a un linaje viral que persiste hoy en dia en los monos en el
sur de Camerun. Las cepas de HIV-1 del clado N parecen provenir de un segundo linaje
SIVcpzPtt (SIV de chimpancé Pan troglodytes troglodytesen) del sur de Camerun central.
En contraste las cepas de HIV-1 del clado O parece estar relacionado con cepas de SIVVgor
presentes en los gorilas occidentales (Gorilla gorilla) y chimpancés (los cuales parecen
haber sido el vehiculo de infeccion hacia los seres humanos (178).

El HIV-2, estd mas estrechamente relacionado con SIVsmm en mangabeyes
(Cercocebus atys) de Africa Occidental (84, 156, 177). El HIV-2 tiene a los clados A y B
que son los importantes epidemioldgicamente, ya que la mayoria de otros clados (C-H)

representan secuencias Unicas que se encuentran en un solo paciente (178) (Fig. Al).
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En 2007 los datos de vigilancia del Programa Conjunto de las Naciones Unidas
sobre el VIH / SIDA (78), indicaban que la prevalencia mundial del HIV-1 se habia
estabilizado en el 0,8%, con 33 millones de personas que vivian con el VIH / SIDA 2,7
millones de nuevas infecciones y 2,0 millones de muertes por sida en ese mismo afio. El
Africa subsahariana seguia siendo la region mas afectada con un 67% de las infecciones
con VIH (85). En 2009, se estimaba que habia 2,6 de nuevas infecciones con el VIH, lo que
representa un 19% menos de las 3,1 millones 1999, y un 21% menos que los 3,2 millones

en 1997, afio en que alcanzo6 su maximo anual de nuevas infecciones (78) (Fig. A2).

THERHEY TSR D00TMEEDT W W

Figura A2. Nuevas infecciones por HIV-1 reportadas por afio en todo el mundo. Imagen tomada
de Global report, 2010.
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En 33 paises, la incidencia del VIH disminuyé en mas del 25% entre 2001 y 2009,
de los cuales 22 se encuentran en el Africa subsahariana, donde ocurrieron 1,8 millones de
nuevas infecciones por el HIV en 2009. Lo anterior es considerablemente inferior a la cifra
estimada de 2,2 millones en 2001. La tendencia de reduccion refleja la combinacion de
factores como el impacto de esfuerzos en la prevencion del contagio con VIH y el curso

natural de la epidemia de VIH (78, 85) (Fig. A3).

Figura A3. Paises con mayor incremento (rojo), decremento (verde) en la incidencia de nuevas
infecciones por afio, ademas de paises sin aumento ni decremento (gris) de la misma. Imagen
tomada de Global report. 2010.
Entre los factores mas relevantes que influyen en la velocidad de propagacion de la
infeccion con VIH se encuentra la migracion hacia las ciudades. Lo anterior incrementa el
contacto interpersonal y estd intimamente relacionado al comportamiento sexual, la

prostitucion ligada a problemas de pobreza, el uso de drogas de inyeccion intravenosa, y

transfusiones sanguineas (100).
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13.2 Manifestaciones clinicas tempranas y marcadores de progresion a SIDA

La infeccion primaria por HIV-1 puede en ciertos casos presentar un sindrome viral
agudo de la infeccion en el cual los niveles normales de linfocitos T CD4" que oscilan entre
800-900 células/ul. Las personas muestran sintomas que muchas veces son similares a los
de la mononucleosis (118). Los indices de progresion son sumamente variables estudios
estiman que menos del 2% de los pacientes infectados progresan en dos afios después de la
infeccion, entre el 5y el 10% progresa a los cuatro afios, del 10 al 25% progresa después de
seis afios y del 30 al 40% progresa a los 8 afios (118).

La infeccion aguda por VIH es caracterizada por una fiebre aguda la cual dura
alrededor de dos semanas (31). Las manifestaciones clinica incluyen fiebre, linfoadenopatia
generalizada, dolor de garganta, erupcién macular eritematosa troncal, letargo, anorexia,
nausea, mialgia, artralgia, dolores de cabeza, diarrea y sintomas neurologicos.

La linfoadenopatia generalizada es definida como una inflamacion ganglionar
palpable de 1 cm o mas en dos sitios extrainguinales por mas de 3 meses, indolora y sin
evidencia de alguna otra infeccidn. Dicha linfoadenopatia usualmente es simétrica y firme y
dada por una hiperplasia folicular no especifica seguida de una involucién (118).

La infeccion por HIV-1 es associada con numerosas manifestaciones cutaneas
incluso antes de la disfuncion inmunologica y SIDA (44, 81, 120, 173). Las
manifestaciones cutaneas abarcan desde lesiones por la reactivacion de herpes simplex y
herpes zoster, molusco contagioso (causado por el molluscipoxvirus), infecciones
dermaticas por hongos (dermatofitosis, intertrigo candidiasico o pitiriasis versicolor) o bien
bacterianas (impetigo en el cuello y barba, ectima, absesos superficiales, fistulas y senos

perianales). Las manifestaciones papuloescamosas incluyen a la dermatitis seborreica y
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psoriasis sin antecedentes previos o0 bien exacerbacion de cuadros de psoriasis prexistentes.
Entre otras manifestaciones cutaneas se encuentran xeroderma (piel seca), reacciones
alergicas, alopecia de patron difuso, foliculitis con prurito.

Las manifestaciones relativamente tempranas de la infeccion por HIV-1 tambien
engloban un conjunto de patologias bucales como la candiciasis bucal, leucoplasia vellosa
oral (la cual es caracteristica de personas infectas con HIV como marcador de progresion a
SIDA), gingivitis de muy dificil resolucion y en menor medida ulceraciones aftosas. La
fiebre persistente por mas de un mes, la perdida de peso corporal superior al 10%, diarrea
pesistente por mas de un mes, fatiga que reduce la actividad fisica y sudores nocturnos

(102)

13.3 Organizacién genémica

El genoma de los lentivirus esta constituido por dos moléculas de RNA linear de
polaridad positiva. La naturaleza dimérica del genoma de ARN HIV-1 es en gran parte
responsable de la alta variabilidad genética de los virus debido a las posibles
recombinaciones durante el reverso transcripcién (148). Debido al compacto tamafio del
genoma viral se utilizan varias estrategias para la expresion de su informacion genética
(141) (Fig. A4).

Las regiones que codifican a las proteinas virales estan flanqueadas por LTR en sus
extremos 5’ y 3°. Los LTR consisten en un elemento tnico 3° (U3), seguido por un
elemento de repetitivo (R) y un elementos tinico 5° (U5). Ademas, presentan elementos cis
que contienen importantes sefiales para la integracion en el genoma del huésped

(repeticiones ATT, que se encuentran en el 5' y 3' de provirus ADN), potenciador de
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secuencias de promotor, elemento de respuesta para transactivacion (TAR) y la sefial de
poliadenilacion (poliA) (141). Fuera de los LTR existen otras secuencias cis entre las que
se incluyen el sitio de union al primer; sefiales de dimerizacion y empaquetamiento del
ARN viral (y y DIS); region central de polipurina (cPPT) y la secuencia de terminacién
central (CTS), que conduce a la formacion de un “central Flap” durante la transcripcion
inversa. Ademas, estd el elemento de respuesta a Rev (RRE) que es esencial para el
transporte postranscripcional de los ARNm virales (sin o con incompleto corte y empalme)
desde el nucleo hasta el citoplasma. La region rica en purinas (PPT), provee un segundo
primer para la sintesis adicional de hebras de ADN por retrotranscripcion virus especifica

(89, 141, 169, 171).

Genoma del Provirus del VIH-1 (DNA)

TAR PBS PPT polyA
. DIS, SD, ¥ cPPT/CTS s4 \attR
AN |
uslRlus = X fatnd RREh —{U3lus
5 LTR = e T = 3 LTR
Transcriptoma del VIH-1 (mRNA)
5 UTR 55
5- CAP"a Q24 o7l RRE AAAAA-3'
\ { pf1]  p66 p51 | p31 |
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Figura A4. Representacion del genoma y transcriptoma del HIV-1. Imagen adaptada de Pluta K
et al., 2009.
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Los elementos trans del HIV-1 incluyen nueve marcos de lectura abierta (ORF).
Los ORF Gag-pol, Gag y Env codifican proteinas estructurales, los otros 6 marcos de
lectura codifican para las proteinas reguladoras esenciales Tat y Rev y proteinas accesorias
Vif, Vpu, Vpr y Nef. Hay diecinueve productos de proteina codificada por el provirus. El
LTR 5' dirige la transcripcion de un genoma inicial de ARN que actda como un ARNm
para la traduccion de las proteinas Gag y Pol.

La proteina precursora Gag (Pr55) es proteoliticamente escindida por la proteasa
viral en las proteinas de la matriz (MA, pl17), la capside (CA, p24), la nucleocéapside (NC,
p7), p6 y dos polipéptidos espaciadores (SP1 y SP2) (19). La proteina precursora Gag-pol
(Pr160), es sometida a corte por la misma proteasa dando origen al polipéptido p6 (TF, de
transframe), la proteasa (PR, p11), la transcriptasa inversa con actividad de ribonucleasa H
(RT, constituida por un heterodimero de p66/p51 y la RNAsa H o p15), y la integrasa (IN,
p31) (141).

El transcrito inicial puede sufrir de corte y emplame que genera la codificacion de
los genes Tat, Rev y Nef o bien es parcialmente procesado para la codificacion de las
proteinas Vif, Vpu y Vpr. El transcrito contiene el ORF Env que codifica el precursor
Gp160 de las glicoproteinas de envoltura, durante la maduracion de la particula viral, las
proteasas celulares cortan a la Gp160 para producir la subunidad Gp120 superficie (SU) y

la subunidad Gp41 transmembranal (TM) (16, 32, 33).
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13.4 Descubrimiento de los factores que regulan el ciclo celular

Trabajos pioneros en el estudio de ciclo celular utilizando oocitos de Xenopus
descubrieron que la microinyeccion de citoplasma de células en fase M en células en
cualquier otra fase del ciclo celular inducia la division celular. Lo anterior, sugeria la
existencia de una sustancia capaz de llevar a cabo dicho proceso y se le denomino Factor
Promotor de la Mitosis (MPF por sus siglas en inglés) (110). EI MPF no se logro aislar sino
hasta 17 afios despues, su actividad fluctta durante el ciclo celular pues es detectada en fase
M pero no durante la interface, consta de dos subunidades proteicas de 34 y 45 kD, y su
oscilacion en cuanto a actividad depende de la sintesis de otras proteinas citoplasmaticas
Ilamadas ciclinas (105)

Estudios con la cepas cdc2 de Schizosaccharomvces pombe mutantes para el gene
que codifica la proteina cdc2, revelaron bloqueos del ciclo celular en fase G; y fase G,
antes del inicio de la fase S y M respectivamente, lo que indicaba que era necesaria para
éstos dos procesos de transicion. Tiempo después se descubrid gue ésta proteina poseia un
peso molecular de 34 kD, y que era uno de los componentes del MPF, por lo que se le

llam6 p34°c

(62, 101, 131, 147). Se han descubierto una variedad de genes homologos al
gen cdc2 de S. pombe, tal es el caso del gene cdc28 encontrado en S. cerevisae que posee
un 63% de homologia (12). En humanos se presenta el gene que codifica para CDK1 que
lleva a cabo las funciones de cdc2 o cdc28 (37, 95).

Mediante estudios con embriones de almejas se descubrieron proteinas que se iban
acumulando a lo largo de la interface del ciclo celular y que eran degradadas por completo

al terminar la mitosis (72). A dichas proteinas se les llamé ciclinas, poseen un peso

molecular de 45 kD vy al unirse a la p34°®2 conforman el MPF.
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Actualmente se conoce que el complejo MPF esté constituido por la proteina p34°©

también llamada CDK1 (que hace referencia a su actividad de cinasa dependiente de
ciclina) y por la ciclina A o B. Distintos complejos de ciclinas/CDK se ven involucrados en

la regulacion de diferentes etapas del ciclo celular.
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