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RESUMEN

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) expresan en su
membrana las proteinas de la envoltura viral (complejo gp120/gp4l o Env), adquiriendo la
capacidad para fusionarse con células sanas que portan el receptor CD4 y un receptor para
guimiocinas, formando sincicios. Se ha propuesto que la fusién celular podria constituir uno
de los mecanismos subyacentes en la pérdida de linfocitos T CD4" caracteristica del SIDA,
aunque también podria inducir otros efectos, tales como alteraciones en las propiedades
inmunoldgicas de las células fusionadas y cambios en la replicacion viral. Por otra parte, la
activacién inmunolégica tiene un papel preponderante en la patogénesis del SIDA, ya que se
relaciona con la replicacién del virus, la disminucion en el nimero de células CD4+ en la
sangre, y con la progresion de la enfermedad. La estimulacion in vitro de linfocitos T con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas provee un mecanismo de
estimulacion que es similar al que se induce durante la presentacion de antigenos en la
respuesta inmune adaptativa. En este trabajo investigamos si la activacion leucocitaria
modifica la capacidad de los linfocitos T CD4+ para fusionarse con células Jurkat que
expresan las glicoproteinas del gen env del VIH. Para este proposito, estimulamos linfocitos
T CD4+ ya sea con PMA-ionomicina o con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas. Mediante citometria de flujo se analizaron los cambios en la expresion de
los receptores CD3, CD4, CD25 (IL-2Ra), CD54 (ICAM-1) y CD184 (CXCR4) debido al
estimulo. La formacion de sincicios producidos por la fusion linfocito-linfocito se realizo
mediante cocultivos de linfocitos T CD4+ marcados con el colorante Dil (fluorescente en
rojo) con la linea celular linfocitica transfectada con el gene env del VIH, marcadas con el
colorante DiO (fluorescente en verde). Los sincicios fueron identificados como células con
fluorescencia mixta. Los dos tipos de estimulo produjeron diferentes efectos en las células T
CDA4+. El estimulo con PMA-ionomicina disminuy6 la expresion del receptor CD4 y una
consecuente inhibicion de la fusion celular; en cambio el estimulo con anticuerpos anti-CD3
y anti-CD28 provocO un aumento en la expresion de CD4 y CD54 (ICAM-1) ademés de
aumentar el porcentaje de fusion celular. Los resultados indican que diferentes tipos de
estimulo in vitro causan distintos efectos sobre la fusion celular. Dado que la estimulacion
con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas es similar a la
estimulacion por células presentadoras de antigeno, proponemos que la activacion linfocitaria
durante la respuesta inmune adaptativa puede inducir un alto nivel de formacién de sincicios

debido al incremento de la expresion de CD4 y de moléculas de adhesion.



ABSTRACT

The cells infected by the human immunodeficiency virus (HIV) expressing in their
membrane the viral envelope proteins (gp120/gp41 complex or Env), acquiring the ability to
fuse with normal cells bearing the CD4 receptor and a receptor for chemokines forming
syncytia. It has been proposed that cell fusion could be one of the mechanisms underlying in
the loss of CD4+ T Ilymphocytes characteristic of AIDS but could also alter the
immunological properties of the fused cells as well as viral replication. The immune
activation has a role in the pathogenesis of AIDS, as it is related to replication of the virus,
the decrease in the number of CD4 + cells in blood, and disease progression. The in vitro
stimulation of T lymphocytes with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies coupled to magnetic
beads provide a mechanism of stimulation that is similar to that induced by antigen
presentation during an adaptative immune response.We investigated if leukocyte activation
modifies the ability of CD4+ T limphocytes to fuse with HIV-1 envelope expressing Jurkat
cells. For this purpose, CD4+ T lymphocytes were stimulated either PMA-ionomycin or anti-
CD3 and anti-CD28 antibodies coupled to magnetic beads. By flow cytometry were analyzed
changes in receptor expression CD3, CD4, CD25 (IL-2Ra), CD54 (ICAM-1) and CD184
(CXCR4) due to the stimulus. The syncytia formation produced by the fusion lymphocyte-
lymphocyte was performed by co-cultures of CD4+ T cells labeled with the dye Dil
(fluorescent red) with the cell line lymphocytic transfected with the env gene of HIV, labeled
with the dye DiO (fluorescent green). The syncytia were identified as cells with mixed
fluorescence. The two types of stimulus produced different effects on CD4+ T cells.
Stimulation with PMA-ionomycin induced a decreased expression of CD4 and an almost
inhibition of cell fusion, whereas the stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies
caused an increase of CD4 and CD54(ICAM-1) expression, also of increased the percentage
of cell fusion. Results indicate that different types of in vitro stimulus, cause different effects
on cell fusion. Since the stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies coupled to
magnetic beads is similar to the stimulation by antigen presenting cells, we propose that the
lymphocyte activation during the adaptative immune response can induce a high level of

syncytium formation due to increased expression of CD4 and adhesion molecules.



“El conocimiento de los detalles moleculares, bioquimicos, biolégicos y
estructurales han convertido al VIH en uno de los patdgenos mejor

|NTRODUCC|ON conocidos en la historia” S. Avila y G. Reyes

“;Cémo un virus que consiste en 10 000 nucledtidos puede ser tan exitoso
para evadir el control del sistema inmune humano?” : S. Rowland-Jones

Estructura del VIH

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) es una especie que
pertenece al género de los Lentivirus, a la subfamilia Orthoretrovirinae, dentro de la
familia Retroviridae (Comité Internacional de Taxonomia de Virus, por sus siglas en
inglés ICTV).

Como otros retrovirus prototipicos, el VIH es un virus envuelto que posee un
genoma formado por dos hebras de ARN monocatenario positivo que tiene la
capacidad de transcribir su genoma a ADN en la célula hospedera mediante la enzima
Ilamada transcriptasa inversa (Knipe D., et al 2006).

El VIH comparte los tres genes caracteristicos que codifican para las proteinas
estructurales y enzimas requeridas para infecciones productivas con todos los
retrovirus: gag (gen antigeno grupo-especifico), que codifica para las proteinas de la
capside y nucleocapside virales, pol (polimerasa), que codifica para las enzimas
virales y env (envoltura) que codifica para las glicoproteinas de la envoltura viral
(Knipe D., et al 2006) (Fig. 1).
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Fig. 1: Representacion esquemética de la organizacion genomica del VIH-1. El VIH tiene un
genoma retroviral caracteristico que incluye tres genes principales, gag, pol y env, que codifican para
las proteinas estructurales. Los tres marcos de lectura codificantes se representan junto con sus
marcos abiertos de lectura (rectangulos). La posicién en el genoma se numera de acuerdo a la cepa
de referencia HXB2. Los nimeros pequefios en la esquina superior izquierda de cada rectangulo
indican el inicio del gen, mientras que los nimeros en la parte inferior derecha indican la dltima
posicién del coddn de término. En los extremos del genoma se encuentran las regiones largas
terminales de repeticién (LTR) que incluyen el sitio de inicio de la transcripcion (R), contienen
regiones promotoras (U3) y de unidn de factores de transcripcion celulares (U5), asi como regiones
que favorecen la dimerizacién y encapsidamiento del genoma viral dentro de los viriones. pl7—
matriz, p24-cépside, p7-nucleocapside, Prot-proteasa, RT-transcriptasa inversa, Int-integrasa,
gp120- glicoproteina de superficie y gp41—glicoproteina transmembranal (Castro E., et al 2012).
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Vistos en el microscopio electrénico, los viriones del VIH son particulas
envueltas de 100 a 120 nm de diametro, con morfologia heterogénea y una capside de
forma conica (Kuznetsov Y., et al 2003). Dentro de la capside viral se encuentran dos
copias (generalmente, pero no necesariamente idénticas) del genoma viral de
aproximadamente 9.3 kb (Freed E., et al 2007; Levy J., 2007).

El virus adquiere una envoltura lipidica al salir de la célula infectada, la cual
contiene a las proteinas virales codificadas por env. Las proteinas virales Env
provienen de la protedlisis realizada por enzimas celulares (Furinas) de la
glicopoliproteina precursora gpl60 llevada acabo en el Aparato de Golgi
(Hallenberger S., et al 1992). La protedlisis de gpl60 origina a gp120 (SU), una
glicoproteina externa y gp41 (TM), una glicoproteina transmembranal (McCune J., et
al 1988). En conjunto, gp120 y gp4l se ensamblan en trimeros para formar las
espiculas caracteristicas de la envoltura del virus (Zhu P., et al 2006) (Fig. 2). Las
espiculas son fundamentales para la unién del virus a células blanco del hospedero y
para la entrada del virus en ellas mediante la fusion de la membrana viral con la
membrana de la célula hospedera. Gp120, la proteina con méas alta variabilidad del
VIH, contiene los motivos de unién a CD4, receptor caracteristico del virus en células
blanco, CCR5 y CXCR4, que son los correceptores mas importantes para la entrada
del virus. El ensamblaje de los nuevos viriones ocurre en balsas lipidicas, lo cual se
refleja en una alta razon molar colesterol/fosfolipidos en la envoltura viral (Aloia R.,
et al 1993).

Ciclofilina

Membrana lipidica

MA
CA

Fig 2. Representacion esquematica de una particula del VIH-1. Dos copias de ARN gendmico se
encuentran empaquetadas dentro de la particula. Las enzimas virales como: la transcriptasa inversa
(RT), la integrasa (IN) y la proteasa (Pr) ademas de las proteinas estructurales como: la céapside
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(CA), la nucleocapside (NC), la matriz (MA) y P6 se encuentran dentro de la particula junto con la
proteina reguladora viral Vpr y la proteina celular ciclofilina. El virus estd envuelto por una
membrana lipidica derivada de la célula del hospedero en la que trimeros de la glicoproteina
transmembranal viral gp41 se insertan. Tres monémeros de la glicoproteina de envoltura gp120 se
asocian no covalentemente con gp4l. Varias proteinas celulares también se incorporan en la
membrana viral, incluyendo el MHC de clase 1 y Il e ICAM-1 (Phogat S., et al 2007).

Entrada del virus a la célula hospedera

El VIH se une a las células blanco del hospedero a través de la molécula CD4, la
cual funciona como receptor principal del virus (Levy J., 2007). Asi, el VIH puede
infectar a linfocitos T ayudadores CD4+, células CD4+ del linaje de los macréfagos y
a algunas poblaciones de células dendriticas (mieloides, plasmacitoides y derivadas
de monocitos) (Klatzmann D., et al 1984; Gartner S., et al 1986; Engering A., et al
2002). ElI CD4 se une a la glicoproteina de superficie viral gp120, lo que induce
cambios conformacionales en la proteina viral que expone los dominios de unién a un
gran grupo de receptores de quimiocinas, los cuales funcionan como correceptores
del virus (Myszka D., et al 2000). Estos correceptores del virus contienen siete
dominios transmembranales y sefializan a través de proteinas G (Berger E., et al
1999). Mas de una docena de receptores de quimiocinas han sido implicados como
correceptores del virus, sin embargo, dos son los mas usados en el hospedero: CCR5
(Cheng C., et al 1997) y CXCR4 (Berger E., et al 1999).

La resolucién de la estructura cristalina del nicleo de la glicoproteina gp120 ha
mostrado que existen dos grandes dominios denominados externo e interno, unidos
por la llamada hoja beta conectora (Kwong P., et al 1998). El sitio de unién a CD4 en
gp120 incluye una parte del dominio externo y la hoja beta conectora, y estd rodeado
de regiones altamente glicosiladas. El sitio de union a los correceptores del VIH en
gp120 involucra al asa V3, lo que es consistente con la influencia de esta parte de
gp120 en el tropismo del virus (Kwong P., et al 1998).

La union secuencial de CD4 y los receptores de quimiocinas a gpl20 desata
cambios conformacionales que exponen el dominio de fusién de gp41l, la proteina
transmembranal de la envoltura viral (Moore J., et al 1990; Sattentau Q., et al 1991).
La proteina gp4l contiene dos dominios HR (por sus siglas en ingles Heptad

Repeats), uno en la region N-terminal y otro en la region C-terminal, denominados
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HR1 y HR2 respectivamente. Las regiones HR1 y HR2 de gp41 tienen una estructura
helicoidal del tipo “coiled coil”. Al igual que gp120, gp41 se asocia en trimeros para
formar la region transmembranal de las espiculas virales. En el extremo N-terminal
de gp41 se localiza el péptido de fusion. Después de la union de gp120 a CD4 vy los
correceptores de quimiocinas, el dominio de fusion se expone y se proyecta hacia la
célula hospedera de manera parecida a un arpon (Moore J., et al 1990; Sattentau Q.,
et al 1991). Esto trae como consecuencia el acercamiento e interaccion de HR1 y
HR2 de las tres moléculas de gp41 asociadas, para formar una estructura en forma de
racimo con seis hélices antiparalelas (Melikyan G., et al 2000). Este movimiento,
permite el acercamiento de la membrana viral a la membrana celular y provoca su
fusién, liberando al virus en el interior de la célula (Chan D., et al 1998) (Fig. 3).

El dnico inhibidor de fusion que ha sido aprobado para el tratamiento de
individuos infectados por el VIH-1, es el péptido sintetico T-20 (Jamjian M., et al
2004). T-20 es un péptido sintético formado por 36 aminoacidos, es parte de la
familia de los péptidos C, al ser analogo al dominio HR2 de la regién C- terminal de
gp4l (aminoéacidos 127-162). T-20, compite con HR2 para interaccionar con HR1 en
el dominio N terminal de gp41, impidiendo la formacion del racimo de seis hélices
necesario para la fusién de la membrana viral con la membrana celular (Moyle G,.
2003; Jamjian M., et al 2004; Hardy H., et al 2004).

Se ha demostrado que las capsides completas viajan hacia el ndcleo dirigidas en
un principio por microtubulos y posteriormente por filamentos de actina en las
proximidades del nudcleo. Movimientos lentos dirigidos por actina llevan a las
capsides a encallar en los poros nucleares (Fig. 3). La transcripcion inversa del
genoma viral ocurre en el llamado complejo de retrotranscripcion (RTC) dentro de la
capside, en el poro nuclear. Una vez retrotranscrito el genoma viral y en el ambito del

poro nuclear, ocurre la descapsidacion (Arhel N., et al 2007).

Integracion
Para establecer una infeccion productiva, el ADN viral debe integrarse en un
cromosoma de la célula hospedera a través de la enzima integrasa (Cullen B., 2001).

Esta enzima remueve inicialmente dos nucle6tidos de los extremos del genoma viral
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(originalmente con extremos romos), para después catalizar la reaccion de
transferencia de hebra de ADN, generando un corte escalonado en el ADN del
hospedero y uniendo el ADN viral al ADN del hospedero (Freed E., et al 2007).

Los sitios de integracion en los cromosomas de la célula hospedera son
importantes para el virus, ya que influyen en la expresion eficiente del genoma viral.
En general, se ha observado que la mayoria de los provirus se integran en sitios
transcripcionalmente activos de la cromatina celular, 1o que favorece una expresion
eficiente de los genes virales después de la integracion (Bor Y., et al 1996; Schroder
A., et al 2002).

Transcripcion del genoma viral

El LTR del VIH contiene secuencias promotoras y potenciadores (enhancers) con
sitios de unién para varios factores de transcripcion y una sefial de poliadenilacion
(Jones K., et al 1986; Nabel G., et al 1987; Peterlin B., et al 2003).

La region U3 del LTR, més adelante del sitio de inicio de la transcripcion (R),
incluye al iniciador (Inr), la caja TATA vy tres sitios Spl y su principal funcion es el
reclutamiento de la ARN polimerasa Il (RNApolll) para el inicio de la transcripcion
de los genes virales. Mas alla de la regién promotora se encuentra el potenciador
(enhancer), que une factores de transcripcién presentes en el nucleo de células
activadas, como NF-kB, NFAT vy proteinas de la familia ETS (Peterlin B., et al
2003). Por lo tanto hay coordinacion entre la transcripcion viral y la activacion
celular (Lawn S., et al 2001).

Ademas la proteina tat del VIH-1 funciona como un activador de la transcripcion.
Tat se une a una estructura en forma de horquilla, conocida como elemento de
respuesta a la transactivacion (TAR), localizada en el extremo 5’ del LTR del ARN
viral en laregion R (Roy S., et al 1990).

Ensamblaje y liberacion del virus
Estudios con microscopia electronica han mostrado que el ensamblaje y salida
del VIH ocurre predominantemente en la membrana plasmatica. Sin embargo,

también esta claro que en algunos tipos de células (principalmente monocitos/
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macrofagos), el ensamblaje y gemacion de los viriones ocurre en compartimientos
intracelulares definidos como endosomas tardios o cuerpos multivesiculares (MVB)
(Orenstein J., et al 1988; Pelchen- Matthews A., et al 2004) (Fig. 3).

Fig. 3: Ciclo de replicacion del VIH.

1) Al unirse gpl120 a CD4, receptor principal del VIH en células del hospedero, ocurren cambios
conformacionales en gp120 que exponen sus dominios de unién al correceptor. Los receptores de
quimiocinas CCR5 y CXCR4 funcionan como los principales correceptores del virus.

2) La unidn del correceptor causa otro cambio conformacional que expone el dominio de fusion en
gp4l, a través del cual se unen las membranas celular y viral, permitiendo la entrada del virus a la
celula.

3) Entrada de la cépside viral (asociada al ARN viral) al citoplasma. La cépside viaja a través de
microtubulos para anclarse en el poro nuclear.

4) Al ocurrir la transcripcion inversa del genoma viral y formarse el ala central de ADN, ocurre la
descapsidacion y se forma el complejo de preintegracion (PIC), incluyendo a MA, RT, IN y Vpr.

5) El PIC es transportado al interior del ndcleo gracias a sefiales de localizacién nuclear en MA, IN 'y
Vpr.

6) Una vez en el nicleo, el ADN viral puede integrarse en la cromatina de la célula por la actividad de
la integrasa. Alternativamente, el ADN viral puede permanecer en forma episomal como circulos de
dos LTR, circulos de un LTR, y formas circulares rearregladas. Estas formas episomales no generan
infecciones productivas.

7) Una vez integrado, el genoma viral es transcrito, produciéndose ARN con multiples eventos de
corte y empalme (splicing) en etapas tempranas. Estos ARN tempranos originan a las proteinas
reguladoras Tat, Rev y Nef. Tat funciona como transactivador de la transcripcion de los genes virales,
permitiendo la formacién de transcritos largos. En etapas tardias de la transcripcién se forman ARN
€on uno o sin ningun evento de corte y empalme, los cuales originan a las proteinas estructurales
Gag, Pol y Env asi como a las proteinas accesorias Vif, Vpr y Vpu.

8) Los ARN tardios son transportados al citoplasma por Rev, evitando asi los eventos de corte y
empalme.
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9) Los precursores de las proteinas estructurales y los genomas virales se ensamblan en balsas
lipidicas en membranas de endosomas tardios o en la membrana plasmatica. MA se dirige a las
membranas por su caracteristica miristilacion.

10) Para la salida de nuevos viriones de la célula, el virus usurpa a los sistemas ESCRT, ordenadores
del transito intracelular de vesiculas. Gracias a interacciones con proteinas celulares ESCRT y a la
contribucién de la proteina viral Vpu, los nuevos viriones pueden gemar hacia el exterior a partir de
la membrana plasmatica o gemar hacia el lumen de cuerpos multivesiculares (MVB), para después ser
liberados por fusion de estas vesiculas con la membrana plasmatica.

11) Los nuevos viriones deben madurar para ser infecciosos. La proteasa viral lleva a cabo este
proceso cortando las poliproteinas Gag y Gag-Pol, para generar proteinas maduras. Salida de los
viriones a través de la membrana con la incorporacion de las glicoproteinas de la envoltura y otras
proteinas presentes en la superficie célular (Revisado en Avila S., et al en Cérdova J., et al 2009).

Glicoproteinas de la envoltura viral gp120 y gp41l

Gp1l60, es una proteina integral de membrana tipo 1, que desempefia un papel
critico en la infeccion viral (Allan J., et al 1983). Gp160 sufre protedlisis mediante
proteasas celulares originando dos subunidades, la subunidad gp120 soluble, y la
subunidad gp41 que contiene el dominio transmembranal, ambas subunidades se
encuentran asociadas no covalentemente (Land A., et al 2001).

Las glicoproteinas de la envoltura son el Unico componente de VIH requerido
para la fusion entre las membranas del virus y la célula blanco (Land A., et al 2001) y
son el blanco principal para el sistema inmune del huésped ya que la mayor parte de
los anticuerpos neutralizantes en el suero de humanos infectados con el VIH-1 son
dirigidos contra gp160 (Robey W., et al 1985), pero también la respuesta citotoxica
de los linfocitos T CD8+ va dirigida contra células que expresan péptidos de varias
proteinas del VIH, incluyendo envoltura, reversotranscriptasa, Gag y algunas
proteinas accesorias (Tat, Rev, Vif y Nef) (McMichael A., et al 2001; Cao J., et al
2003).

Todas las proteinas destinadas a ser transportadas a través de la via secretora
comienzan su viaje por la membrana del reticulo endoplasmico (RE) (Land A., et al
2001). Estas proteinas contienen una sefial especifica que las dirige a la membrana
del RE, llamada péptido sefial (Martoglio B., et al 1998). El péptido sefial de gp160,
contiene cinco aminoacidos cargados positivamente (Li Y., et al 1996). Tan pronto
como la cadena naciente de la proteina entra al lumen del RE, comienza a plegarse,

los enlaces disulfuro se forman y la proteina se glicosila (Land A., et al 2001).
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El medio oxidante en el lumen del RE promueve la formacién de los enlaces
disulfuro, que pueden estabilizar la estructura tridimensional de la proteina durante y /
0 después del plegado (Segal M., et al 1992). Gp160 tiene 10 enlaces disulfuro;
nueve se encuentran en gp120 y uno en gp41 (Earl P., et al 1991).

Tan pronto como el residuo de asparagina, en la secuencia consenso N-X-S /T
(donde X es cualquier aminoacido excepto prolina) de gpl60 emerge dentro del
lumen del RE, el oligosacarido GIcNAc2Man9GIc3 es afiadido en bloque por una
oligosacaril transferasa. Inmediatamente después de la unién del oligosacérido a la
cadena naciente, los tres residuos de glucosa terminales se cortan y es seguido por la
eliminacién de uno o dos residuos de manosa (Land A., et al 2001).

Se conoce que algunos sitios de glicosilacion tipo N no son necesarios para el
plegamiento de gp160, ya que en ausencia de la glicosilacion conservan la capacidad
para unirse a CD4 y de inducir sincicios (Hemming A., et al 1994) y también formas
no glicosiladas de gpl20 generadas, ya sea por delecidon de la secuencia sefial de
gp120 del VIH-1 o por sintesis en la presencia de tunicamicina (Elbein A., 1984)
fallan a la unién con CD4 (Li Y., et al 1993).

La importancia de los glicanos para el plegamiento y estructura de gp160 no es
sorpresa, teniendo en cuenta su contribucion a la masa total de la proteina (casi el
50% en gp120 (Land A., et al 2001) (Fig. 4a). Gp160 contiene ~30 sitios potenciales
de glicosilacion tipo N, la mayoria de los cuales se utilizan (Leonard C., et al 1990)
(Fig. 4).

Cuando las proteinas contienen glicanos tipo N dentro de aproximadamente sus
primeros 50 residuos estas interactian con calnexina y calreticulina antes de su
subsecuente union a BIiP u otras chaperonas (Molinari M., et al 2000). Las
chaperonas y enzimas de plegamiento, como BiP, calnexina, calreticulina y PDI,
ayudan al plegamiento de gp160 y gp120 (Earl P., et al 1991; Otteken A..et al 1996).
Las proteinas chaperonas por tanto constituyen el sistema de control de calidad en el
RE (Land A., et al 2001).

Cuando gp160 estd completamente plegada se vuelve competente para unirse a

CD4 (Fennie C., et al 1989). Esto ya sucede en el RE desde que la asociacion gpl160-
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CD4 conduce a la retencion de CD4, y su regulacion negativa de CD4 en la superficie
celular (Kawamura 1., et al 1989).

Cuando gp160 ha alcanzado su conformacion nativa y se ha trimerizado, ésta es
transportada al aparato de Golgi, donde la proteina se escinde en gp120 y gp41 (Land
A., et al 2001; Stein B., et al 1990; Moulard M., et al 2000). Es de destacar que una
fraccion de gp120 se libera al medio en forma de monémero (Land A., et al 2001).

El gen env muestra un alto nivel de variacion de secuencia (Hahn B., et al 1985),
lo que se pone de manifiesto en la existencia de cinco regiones variables (V1-V5)
separadas por cinco regiones conservadas (C1-C5) en la glicoproteina gpl120
(Modrow S., et al 1987; Willey R., et al 1986). Las estructuras ramificadas indican
sitios potenciales de glicosilacion tipo N (Fig 4).

La molécula gp4l estd formada por 3 dominios: un dominio extracelular
(ectodominio), un dominio transmembranal y un dominio intracelular. En el dominio
extracelular (extremo N terminal), se localiza el péptido de fusién formado por 16
residuos de aminodcidos hidrofobicos (Kamath S., et al 2002). En ese mismo
dominio se encuentran las regiones NHR y CHR (a hélices, conformadas por residuos
hidrofobicos y representadas como redes modificadas de hélices alternando 3 y 4
aminoéacidos por vuelta conectados por lineas Unicas), que pueden interactuar entre si
para formar un haz de seis hélices (6HB, también conocido como un trimero de
heterodimeros), una conformacion del nucleo de fusion de gp4l (Fig. 4b) (Wang J.,
et al 2011).
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Fig. 4. a) Esquema bidimensional que muestra la estructura de gpl120, se muestran las regiones
variables (V1-V5), 25 sitios potenciales de glicosilacion (estructuras ramificadas) y 9 puentes
disulfuro. b) Esquema de la estructura de gp41, formado por tres dominios: dominio extracelular,
dominio transmembranal y dominio intracelular. El dominio extracelular, esta formado por tres
regiones importantes: la region del péptido de fusién, la region de hélice C y la regién de hélice N.
Notar que gp41l, posee 5 sitios potenciales de glicosilacion y un puente disulfuro (Zolla-Pazner S.,
2004).

Fusion célula-célula: Formacion de sincicios.

Schnittman S., et al utilizando la técnica de PCR cuatitativo, determinaron que el
namero de celulas T CD4+ infectadas por el VIH en sangre resultd ser mayor de 1/1
000 (0.1%) hasta mayor de 17100 (1%) en pacientes sintométicos (incluyendo la fase
de SIDA) y menos de 1710 000 (0.01%) hasta 1/1 000 (0.1%) en algunos pacientes
asintomaticos (Schnittman S., et al 1990).

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

sintetizan y expresan en su membrana citoplasmatica las proteinas de la envoltura
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viral (complejo gpl120/gp4l o Env) a partir del gene viral env. Estas moléculas
confieren a las células infectadas la capacidad para interaccionar con células
circundantes sanas que portan el receptor CD4 y un receptor para quimiocinas,
conduciendo a la fusidn entre las membranas plasméticas de ambas células (Lifson J.,
et al 1986a; Lifson J., et al 1986b).

Las cepas inductoras de sincicios (SI) y no inductoras de sincicios (NSI),
denominadas X4 y R5, respectivamente, fueron distinguidas inicialmente por la
induccidn de sincicios en lineas de células T infectadas con virus X4 (Koot M., et al
1992; Tateno M., et al 1988; Tersmette M., et al 1988).

Dentro de los primeros 5 afios de la infeccion por el VIH, aproximadamente un
50% de los pacientes infectados tienen poblaciones detectables de virus inductores de
sincicios (Sl), un fenotipo ligado a el uso de CXCR4 (Connor R., et al 1997).

Los aislados X4 del VIH-1 recuperados de la sangre de individuos que se
encuentran en etapas avanzadas de la enfermedad, tienen mayor capacidad para matar
células CD4+ infectadas en cultivo, en comparacion con las cepas aisladas en el
periodo clinico asintomatico. La muerte celular resulta de la formacion de células
multinucleadas, necrosis y apoptosis (Levy J., 2007).

Algunos investigadores han proporcionado evidencias de que la apoptosis o los
procesos relacionados con la muerte celular pueden ser los principales mecanismos de
la muerte de las células CD4+ y otras células en personas infectadas con VIH-1 (Garg
H., et al 2006; Holm G., et al 2005; Li W., et al 2005; Micoli K., et al 2006). Otros
estudios sugieren que la necrosis puede ser el mecanismo de muerte celular que
refleja la lisis de células individuales (Cao J., et al 1996; Lenardo M., et al 2002;
Plymale D., et al 1999). La lisis celular rapida puede ser resultado del contacto
normal entre células CD4+ no infectadas y las células infectadas con VIH en
ausencia de la formacion de sincicios (Heinkelein M., et al 1995).

La induccion de apoptosis por gp120 soluble fue caracterizada por Trushin S., et
al quienes demostraron que la union de gp120 soluble a CXCR4 provocé la apoptosis
de células T CD4+ humanas. La apoptosis se evitdo por el uso del inhibidor de
CXCR4 llamado AMD3100 6 con el anticuerpo anti-CXCR4 llamado 12G5. Este

trabajo demuestra que la muerte por apoptosis puede ocurrir por el contacto de una
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proteina viral soluble a células CD4+/CXCR4+ en ausencia de virus (Trushin S., et al
2007).

La formacion de células gigantes multinucleadas es la primera sefial de la
infeccion por el VIH en las células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)
en cultivo y puede aparecer dentro de los primeros 2-3 dias. Posteriormente se
observa degeneracion de las células en forma de globo, probablemente como
resultado de cambios en la permeabilidad de la membrana y produccion de nuevas
particulas virales (Lifson J., et al 1986a; Lifson J., et al 1986b; Sodroski, J., et al
1986). La fusion célula-célula en cultivo puede observarse desde las primeras dos
horas (Tang S., et al 1990) y puede monitorearse por la redistribucion de colorantes
fluorescentes (Dimitrov D., et al 1991; Weiss C., et al 1996).

La fusién célula-célula depende de la temperatura (37° C) (Frey S., et al 1995),
no requiere de la sintesis de ADN, ARN o proteinas celulares (Hansen J., et al 1989;
Tang S., et al 1990), involucra a los carbohidratos de la superficie celular (Hansen J.,
et al 1989; Matthews T., et al 1987; Tang S., et al 1990), glicolipidos (Dragic T., et al
1995), requiere de la expresion de CD4, de la formacion de complejos gp120CD4
(Frey S., et al 1995; Tang S., et al 1990) e involucra moléculas de adhesion de la
superficie celular (p. eg. LFA-1) (Hildreth J., et al 1989; Sato A., et al 1994).

No esta claro, si el proceso de formacidn de sincicios es similar a la fusion entre
el virus y la célula (algunos anticuerpos monoclonales anti-CD4 no bloguean la union
del virus con las células, pero previenen la fusion célula-célula) (Celada F., et al
1990; Healey D., et al 1990; Truneh A, et al 1991).

Se considera que ademas de las proteinas de fusidn virales y sus receptores
especificos, otras proteinas de la membrana celular como la integrina LFA-1
(Hildreth J., et al 1989) participan en la fusion célula-célula. Anticuerpos
monoclonales dirigidos a esta proteina de superficie celular, bloquean la agregacion
celular y/0 la formacion de sincicios. Los anticuerpos dirigidos a LFA-1 no previenen
la infeccidn del virus (Pantaleo G., et al 1991).

Los sincicios generados in vitro sufren degeneracion estructural y apoptosis
(Castedo M., et al 2003; Ferri K., et al 2000; Perfettini J., et al 2005), por lo cual se
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considera que la fusion celular podria constituir uno de los mecanismos subyacentes
en la pérdida de linfocitos T CD4" caracteristica del SIDA (Levy J., 2007).

La formacion de sincicios inducida por el VIH puede tener varias consecuencias
entre las que se encuentran: muerte celular in vitro, deplecion de células T en la
sangre, liberacion por transferencia célula a célula del virus en puntos de fusion
locales, formacion de reservorios de replicacion viral, recombinacion de diferentes
cepas virales, modificacion de la funcionalidad celular y aumento de la replicacién
viral (Revisado en Huerta L., et al 2009).

En nuestro laboratorio hemos analizado la formacion de sincicios vy
heterocariones (producidos por la fusion linfocito-linfocito y linfocito-monocito,
respectivamente) en cocultivos de lineas celulares linfociticas transfectadas con el
gene env del VIH vy lineas celulares CD4". Utilizando citometria de flujo, se ha
mostrado que la fusion celular inducida por las proteinas de fusion del VIH es un
proceso altamente heterogéneo, en el cual se generan sincicios y heterocariones que
difieren en tamafio, composicion celular, viabilidad y fenotipo (Burke A., et al 1994;
Sharer L., et al 1985; Koenig S., et al 1986; Teo I., et al 1997; Huerta L., et al 2002,;
Huerta L., et al 2006; Huerta L., et al 2009). Estos estudios sefialan que las células
fusionadas constituyen una fuente de variabilidad funcional, cuyos efectos pueden

incidir en el sistema inmune y en la replicacion viral.

Sincicios in vivo

Los sincicios pueden provenir de la fusion de monocitos, linfocitos, y/o células
dendriticas. Esto ha sido evidenciado tanto por la localizacion anatémica, como por la
expresion de marcadores fenotipicos en células multinucleadas observadas en cortes
histoldgicos de cerebro (macrofagos), amigdalas (dendriticas) y ganglios linfaticos
(linfocitos) y también en sangre (Frankel S., et al 1996; Orenstein J., 2000; Bhoopat
L., et al 2006; Koenig S., et al 1986; Bell J., 2004; Cherner M., et al 2002). Las cepas
inductoras de sincicios se detectan en aproximadamente 50% de los individuos dentro
de los primeros 5 afios de la infeccion por el VIH y su presencia se asocia con una
aceleracion de la pérdida de linfocitos CD4" y la progresion al sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Blaak H., et al 2000; Connor, R., et al 1993;
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Connor, R., et al 1997; Koot M., et al 1993; Fouchier R., et al 1996; Miedema F., et
al 1994; Furrer H., et al 1998; Etemad-Moghadam B., et al 2001). La fusion celular
podria constituir uno de los mecanismos subyacentes a la perdida de linfocitos T
CD4+, pero de ninguna manera quiere decir que pueda ser el mayor contribuidor que
explique la perdida.

Los protocolos de investigacion sobre el VIH consideran a los pacientes
progresores como aquellos que tienen una cuenta baja de células T CD4 en sangre
(<200 células/ul), una alta carga viral en plasma (>10 000 copias'mL), ademas de no
estar sometidos a tratamiento antirretroviral (Schweneker M., et al 2008).

Por otra parte, se ha reportado frecuentemente la observacién de células
multinucleadas en el cerebro, la médula espinal y ganglios linfaticos de individuos
infectados con VIH, aun cuando estos pacientes se encontraban en la fase
asintomatica de la enfermedad (Frankel S., et al 1996; Ward J., et al 1987; Budka H.,
1986 ; Racz P., et al 1986; Burke A., et al 1994; Sharer L., et al 1985; Koenig S., et
al 1986; Teo I, et al 1997; Amendola A., et al 1996; Orenstein J., 2000; Rinfret
A..et al 1991), indicando que la fusién celular puede ocurrir in vivo y que las células
multinucleadas pueden permanecer viables en diversos tejidos de los individuos

infectados.

Sincicios en el Sistema Nervioso Central

El VIH-1 puede penetrar el sistema nervioso central tempranamente, después de
la infeccion sistémica inicial, como lo reflejan los antigenos virales y anticuerpos
presentes en el fluido cerebroespinal en toda la fase presintomatica y la meningitis o
meningoencefalitis en el momento de la seroconversion. Es de suponer que el virus
persiste en el sistema nervioso central durante décadas (Kramer-Hammerle S., et al
2005).

Los cerebros de los individuos infectados por el VIH-1 muestran varias
anormalidades neuropatoldgicas como: atrofia cerebral, infiltracion de macrofagos y
linfocitos, pérdida de subpoblaciones neuronales especificas, pérdida de sinapsis y
dendritas, pérdida de mielina que rodea los axones neuronales, dafio axonal y la

activacion de la microglia con formaciéon de nddulos microgliales y la formacion de
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células gigantes multinucleadas por la fusién de macrofagos (Koenig S., et al 1986;
Bell J., 2004; Cherner M., et al 2002).

Mediante el uso de técnicas de cocultivo para el aislamiento del virus, la
hibridacién in situ, inmunocitoquimica y microscopia electronica de transmision,
pudo ser identificado el tipo celular importante que soporta la replicacion del VIH en
el tejido cerebral de individuos infectados. Los macrdfagos mononucleados y
multinucleados activamente sintetizan el ARN viral y producen progenie de virus en
el cerebro de los pacientes. Los macrofagos infectados del cerebro pueden servir
como un reservorio del virus y como un vehiculo para la diseminacion viral en el
huésped infectado (Koenig S., et al 1986).

El VIH-1 entra a estas células a través del receptor CD4 y mediante el
correceptor CCR5 (Kramer- Hammerle S., et al 2005). La microglia y los macréfagos
residentes son las principales células productoras de VIH-1 en el cerebro (Anderson
E., et al 2002; Kaul M., et al 2001). La acumulacion de macrofagos perivasculares
(Budka H., 1991) sugiere infiltracion de monocitos de la sangre (Pulliam L., et al
1997; Fischer-Smith T., et al 2004, 2001), que puede més tarde incrementar el
numero de macrofagos activados en el cerebro. Estas observaciones indican que las
células activadas pueden tener un importante papel en iniciar y sostener el dafio

neuronal inducido por el VIH (Kramer-Hammerle S., et al 2005).

Sincicios en Amigdalas (adenoides y palatinas)

Para investigar posibles sitios adicionales de replicacién viral, Frankel S., et al
examinaron muestras de tejido linfoide adenoidal de individuos en su mayoria
asintomaticos para SIDA, en donde un analisis microscopico mas detallado revelo
agrandamiento de foliculos linfoides (area de células B) y células gigantes
multinucleadas. Las celulas infectadas y los sincicios multinucleados fueron
positivos para p24 y también expresaron los marcadores de células dendriticas S100
y p55. En estas células predominantemente, el VIH-1 se replica in situ. Estos autores,
proponen que en la mucosa adenoidal se promueve la interaccion de células T con
células dendriticas que son activadas repetidamente por el estimulo persistente en la

nasofaringe. (Frankel S., et al 1996).
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Frankel S., et al revisaron las amigdalas nasofaringeas y amigdalas palatinas de
pacientes infectados con VIH-1. La mayoria de las células p24 positivas, fueron
pequefias y multinucleadas. La mayoria de estos sincicios, fueron dobles positivos
para ARN viral y para la proteina S100, marcador de células dendriticas. En
amigdalas palatinas, los sincicios infectados S100+ fueron localizados en las
invaginaciones o criptas. El tejido linfoide faringeo puede contribuir a la replicacion
viral crénica, ya que todos los pacientes estaban cronicamente infectados (Frankel S.,
et al 1997).

Sincicios en Ganglios linfaticos.

Se ha estimado que en algunos individuos asintomaticos, la infeccién por VIH es
100 veces mas prevalente en nodos linfaticos que en sangre periférica (Blackbourn
D., et al 1996; Nuovo G., et al 1994; Pantaleo G., et al 1993a; Pantaleo G., et al
1993).

En un trabajo Nuovo G., et al encontraron que los ganglios linfaticos de
pacientes con una infeccion asintoméatica de VIH-1, mostraron centros germinales
expandidos donde un 20% de las células dendriticas CD21+ y de un 5-80% de las
células CD4+ contenian DNA viral en comparacién con un 1-11% de las células
CD4+ en sangre periférica (Nuovo G., et al 1994). A medida que la infeccion
progresa, las células CD4+ son depletadas, los foliculos son destruidos y la
arquitectura del nodo linfatico se va destruyendo por la deposicion de colageno,
contribuyendo aun mas a la deplecion de células CD4+ (Schacker T., et al 2002).

Orenstein J., buscd identificar la presencia de efectos citopaticos de linfocitos in
vivo producto de la infeccion por VIH en tejido linfoide. Por analisis de microscopia
electrénica de transmision de las suspensiones preparadas a partir de los ganglios
linfaticos evidencid tanto la replicacion y la fagocitosis de particulas del VIH por los
macrofagos. La inmunohistoquimica revel6 linfocitos p24 positivos y restos celulares
p24 positivos dentro del citoplasma de macréfagos paracorticales. En la paracorteza,
linfocitos multinucleados p24 positivos con hasta 5 nucleos fueron encontrados. La
hibridacion in situ para el RNA del VIH en combinacion con inmunohistoquimica

para HAMb56 (un marcador especifico de macrdfagos) evidenci6 a macréfagos
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coteflidos en la paracorteza. Por lo tanto, los linfocitos VIH positivos, experimentan
lisis en tejido linfoide y los restos celulares son fagocitados por macrofagos, donde se
puede replicar el VIH. Este trabajo representa la primera evidencia directa de que
algunos de los linfocitos VIH positivos se fusionan in vivo en los ganglios linfaticos
para formar células multinucleadas pequefias. Sin embargo, el autor discute este
resultado con lo demostrado posteriormente, donde las células gigantes sinciciales no
expresan el VIH y tampoco son de origen linfoide, si no mas bién se trata de células

dendriticas foliculares (Orenstein J., 2000).

Activacion de los linfocitos T

En las células del sistema inmune, la sefializacién por calcio es esencial para
diversas funciones celulares incluyendo: proliferacién, diferenciacion, apoptosis,
funciones efectoras y transcripcion de genes. (Hogan P., et al 2003; Lewis R., 2007;
Hogan P., et al 2007). A continuacion se describe como la presentacion de antigenos
induce la elevacion de la concentracion de calcio intracelular en los linfocitos T.

La activacion de los linfocitos T cooperadores (Ty) durante la respuesta inmune
adaptativa se inicia por la interaccion del complejo TCR-CD3, con un complejo de
péptido y MHC 11 en una célula que presenta el antigeno. La activacion también
requiere de la actividad de moléculas accesorias incluidos los correceptores CD4 y
CD8. Estas interacciones activan muchas vias intracelulares y de transduccion de
sefial diferentes entre las que se encuentran las vias mediadas por PKC, las vias
mediadas por Ca®" vy las vias mediadas por proteinas G pequefias (Goldsby R., et al
2005; Oh-hora M., et al 2008) (Figs. 5y 6).

Ademas de las sefiales mediadas por el receptor de célula T y sus moléculas
accesorias relacionadas (sefial 1, que involucra el reconocimiento del antigeno), la
activacion de la célula Ty, requiere una sefial coestimuladora (sefial 2), proporcionada
por la célula que presenta el antigeno. La sefial coestimuladora se induce
habitualmente por interaccién entre moléculas de la familia B7 en la membrana de la
APC con CD28 en la célula Ty (Goldsby R., et al 2005; Abbas A., et al 1999;
Bretscher P., 1999) (Fig. 5).
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El hecho de que la afinidad del TCR por su péptido afin / MHC es muy baja
sugiere que durante la interaccion célula T-APC, otras interacciones ligando-receptor
pueden ser necesarias para aumentar la eficiencia de la activacion. Por ejemplo, la
activacion de células T por APCs es extremadamente ineficiente en ausencia de
interacciones entre la integrina LFA-1 en la células T y su ligando ICAM-1 en la
APC (Dubey C., et al 1996) (Fig. 5).
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Fig. 5: Diagrama de las interacciones entre una célula TH y una célula presentadora de antigeno
(APC). En el diagrama se enfatizan la sefial 1 (TCR-P-MHCII y CD4-MHCII), la sefial 2 (CD28-B7) y
las moléculas de adhesion (LFA1-ICAM1) (Goldsby R., et al 2005)

Existe un largo debate sobre si el TCR y CD28 inducen distintas vias de
sefializacion (modelo cualitativo) o si las vias de sefializacién empleados por ambos
sistemas de receptores se sobrelapan totalmente (modelo cuantitativo) (Acuto O., et al
2003). Apoyo al modelo cuantitativo de sefializacion proviene de un estudio de
microarreglos, mostrando que la estimulacion a través del TCR indujo la expresién de
miles de genes en células T primarias, la cual se amplifica (o0 suprime) en diversos
grados por la coestimulacion debida a CD28, pero ningln gen es inducido solamente

por la coestimulacion (Diehn M., et al 2002).
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Con imagenes estaticas de conjugados de células T-APC se ha definido una
estructura que se denomina “SMAC" o complejo supramolecular de activacion
(Monks C., et al 1998). Esta estructura se organiza para formar una regién central (c-
SMAC), que contienen altas concentraciones de TCR-CD3 y CD28, asi como de
intermediarios en la sefializacion de PKCO, y una region periférica (denominado p-
SMAQC), rica en integrina LFA-1 (Monks C., et al 1998).

La activacion del receptor de células T (TCR) conduce al reclutamiento y
activacion de proteinas tirosina-cinasas y a la formacion de complejos de proteinas de
andamiaje por proteinas adaptadoras, lo cual resulta en la fosforilacion de tirosinas y
la activacion de la fosfolipasa C (PLC-y1) por ZAP-70 (Feske S., 2007; Scharenberg
A., et al 2007 and Turner H., et al 1999).

Como resultado de la activacion de la PLC-y1, la concentracion intracelular de
iones Ca?* se incrementa a través de dos procesos interdependientes: la liberacién del
Ca®* almacenado en el reticulo endoplasmico al citoplasma, como resultado de la
unién de inositol trifosfato (IP3) a los receptores de IP3, seguido de la entrada de
Ca’* a través de canales en la membrana plasmaética, llamados CRAC (calcium
release activated channels). El agotamiento de Ca®* en RE abre canales CRAC, que
permiten la constante entrada de Ca®* extracelular en la célula (Oh-hora M., et al
2008) (Fig. 6). Esta Gltima constituye la mayor via de aumento de calcio intracelular
(Oh-hora M., et al 2008). Se han identificado a dos reguladores esenciales de la
funcion de los canales CRAC (STIM y ORAI) (Oh-hora M., et al 2008) (Fig. 6).
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Fig 6. : Activacién de los linfocitos T. La unién del antigeno/MHC al receptor de células T (TCR)
desencadena la activaciéon de las proteinas tirosina-cinasas, tales como LCK y ZAP70, que
eventualmente resulta en la fosforilacion y la activacion de la PLC-yl. La PLC-yl hidroliza el
fosfolipido de membrana PIP2 en IP3 y DAG. El IP3 se une a su receptor (IP3R), que permite la
salida de Ca** del almacén en el reticulo endoplasmico (RE). Los sensores de Ca®* en el RE, STIM1y
STIM2 sensan la reduccién en el almacén de Ca®* en el RE a través de sus extremos N-terminal
localizados en el lumen del RE. Cuando el Ca?* se disocia, STIM se agregan en pequefios grupos en la
membrana del RE e inducen la entrada de Ca®*extracelular a través de los canales CRAC. La entrada
de Ca** eleva la concentracion de Ca®* intracelular y activa la via de calcineurina-NFAT , asi como
regula la via Ras-MAPK (Valitutti S., et al 2005;0h-hora M., et al 2008).

Como resultado, varias proteinas de sefializacion dependientes de Ca®* y sus
factores de transcripcién son activados, incluyendo la fosfatasa calcineurina y NFAT
(factor nuclear de células T activadas), CaMK (cinasa dependiente de Ca** -
calmodulina) y CREB (proteina de union al elemento de respuesta de AMP-ciclico),
MEF2 (factor potenciador de los miocitos 2), que actua tanto por la via calcineurina y
CaMK y NFkB (factor nuclear kB). Al mismo tiempo, la produccion de DAG activa a
la cinasa de proteinas que activa la via mitogenica (MAPK) y a la proteina cinasa C
(PKC), que a su vez conducen a la activacion de los factores de transcripcion AP-1
(un complejo transcripcional formado por c-Jun y c-Fos) y NFkB (Karin M., et al
2005; Schulze-Luehrmann J., et al 2006) (Fig. 6).
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Por lo tanto, la sefial 1 induce un rapido aumento en la concentracién del Ca®*
citoplasmico que detiene el movimiento de las células T (funcion a corto plazo;
minutos) y les permite establecer la sinapsis inmunoldgica, un proceso que es crucial
para la funcién a largo plazo (Bhakta N., et al 2005; Negulescu P., et al 1996; Turner
H., et al 1999; Pipkin M., et al 2007).

Las funciones a largo plazo (horas) en la sefializacién por Ca®** incluyen la
proliferacion de linfocitos, la expresion de genes asociados a la activacion, funciones
efectoras como la produccién de citocinas y quimiocinas, la diferenciacion de las
celulas T naive en efectoras o de memoria, y el establecimiento de anergia en
ausencia de coestimulacion (estado de no respuesta antigénica) (Hogan P., et al
2003).

PKCO, es un miembro de la familia de cinasas de serina-treonina. La familia
PKC, puede ser clasificada dentro de 3 categorias: 1) PKC clasicas (a,BI, BII, y), 2)
PKC nuevas (9, €, n, 0) y 3) PKC atipicas (, VA). La clasificacion se basa en las
caracteristicas estructurales de la region regulatoria N-terminal de las diferentes
isoformas. Las PKC clésicas contienen un dominio C1 que une DAG y éster de
forbol (en condiciones experimentales) y un dominio C2 que interacciona con
fosfolipidos aniénicos de manera dependiente de Ca®*. Las PKC nuevas tienen un
pseudodominio C2 que no une Ca**'y un dominio C1 que une DAG y éster de forbol
y las PKC atipicas carecen del dominio C2 y tienen un dominio C1, no respondedor a
DAG. El dominio cinasa (region C terminal) de las diferentes PKCs muestra
diferencias sutiles en la especificidad por sus sustratos (Nishikawa K., et al 1997).

La activacion de las PKCs clasicas ocurre en un proceso de 2 pasos. En el
primero, el incremento en la concentracion de Ca?* intracelular induce la unién de
Ca’" a la regién C2 de la proteina y causa un cambio conformacional que promueve la
asociacion de la proteina con la membrana plasmatica (Grobler J., et al 1996). Lo
siguiente es la union del DAG residente en la membrana al dominio C1 de la PKC,
reteniendo la proteina en la membrana e induciendo un cambio conformacional que
libera las interacciones autoinhibitorias entre el dominio regulador y el dominio
cinasa, permitiendo el acceso al sustrato (Oancea E., et al 1998). Las interacciones

autoinhibitorias son mediadas por la presencia de un motivo pseudosustrato en el
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dominio regulador que es reconocido por la region cinasa. Los ésteres de forbol entre
ellos PMA pueden superar el requerimiento de unién a Ca®* al dominio C2 e inducir
una traslocacion intensa de las PKCs clasicas a la membrana (Oancea E., et al 1998).

En contraste a las PKC cléasicas, la traslocacion a la membrana y la activacion
alostérica de las PKC nuevas es presumiblemente iniciada por la union a DAG o
forbol ésteres, a la region C1. Despues de la insercion a la membrana, todas las PKCs
pueden interaccionar con sus sustratos o proteinas adaptadoras hasta que son
inactivadas ya sea por la degradacién metabdlica del DAG o por rotura proteolitica
por la calpaina (Sato K., et al 2001).

La actividad de las PKCs, puede ser regulada por otras cinasas, como en el caso
de PKCH, la cual es fosforilada por Lck. La fosforilacion en el loop de activacion
puede ser llevada por PDK1 (Dutil E., et al 1998) o por otras PKCs (Rybin V., et al
2003). La fosforilacion del loop de activacion (o mas preciso las cargas negativas), es
requerido para la actividad cinasa de PKCHO (Liu Y., et al 2002). Existen evidencias
que demuestran que PKCa y PKC6O, cooperan en la activacion de NFKB y AP-1
(Trushin S., et al 2003; Sedwick C., et al 2004).

Los genes que se expresan en células Ty, como resultado de la estimulacion, se
pueden agrupar en 3 categorias: genes de expresion inmediata (c-Fos, c-Myc, c-Jun,
NFAT y NF-Kb), genes tempranos (IL-2, IL-2R, IL-3, IL-6, IFNy) y genes de
expresion tardios que codifican para moléculas de adherencia (VLA-1, VLA-2, VLA-
3, VLA-4, VLA-5 e ICAM-1) (Goldsby R., et al 2005).

La complejidad de la activacién inmune crénica durante la infeccion por el VIH.

Una fuerza importante que dirige la progresion de la enfermedad causada por el
VIH-1 es la activacion inmune cronica (Haas A., et al 2011). La activacion inmune
cronica se caracteriza por presentar un sistema inmune hiperactivado, que incluye la
activacion aberrante del sistema inmune adaptativo comprendiendo a las células T y
B (Grossman Z., et al 2006). En el caso de las células T, esta se manifiesta por un
incremento en el numero de células T con un fenotipo activado (Gougeon M., et al
1996) y un recambio incrementado de las células T (Hazenberg M., et al 2003; Mohri

H., et al 2001). La apoptosis de células T inducida por la activacion o el agotamiento
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y la alteracion de la homeostasis de células T (Hellerstein M., et al 1997; Kovacs J.,
et al 2001) son consecuencias que contribuyen a la inmunodeficiencia.

Los siguientes son considerados como factores potenciales que contribuyen a la
activacion inmune cronica en la infeccion por VIH-1: a) Efecto directo de proteinas
del VIH (gp120 y nef) (revisado en Huerta L., y Cortés C. 2011; Simmons A., et al
2001) , b) Respuesta inmune innata y adaptativa al VIH (pDC y CTLs) (Boasso A., et
al 2008; Asquith B., et al 2006), c) Desregulacion en el balance de células T en
sangre periférica y en la mucosa del tracto gastrointestinal (| Tni7/ TnTreg) (Kanwar
B., et al 2010), d) Deplecion y disfuncion de células T reguladoras CD4+ (Pandrea |.,
et al 2008), e) Estimulacion mediante los TLRs, via ligandos de TLRs presentes en
el VIH (sefalizacion mediante TLR8) (Chang J., et al 2009; Haas A., et al 2011) y
mediante la translocacion de productos microbianos a través de la mucosa intestinal
dafada (sefializacién mediante TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9) (Chang J., et al 2009;
Kanwar B., et al 2010; Haas A., et al 2011), f) Co-infecciones con otros patdgenos
diferentes al VIH (Diedrich C., et al 2011), g) Activacién Bystander (Haas A., et al
2011) y h) Evolucion viral y aparicion de virus inductores de sincicios (X4), los
cuales infectan a células T CD4+ naive, timocitos y células T CD4+ de memoria
central y son mejor reconocidos por el sistema inmune que los virus R5 (Connor R.,
et al 1997; Rowland-Jones S., 2003; Regoes R., et al 2005).

Dependiendo del tipo de estimulo por el cual las células T se activan en la fase
cronica de la infeccidn se distinguen 2 tipos de activacion: 1) La activacion de las
células T por antigenos especificos mediante la interaccibn TCR-MHC y posterior
estimulacion por factores como gpl120/CD4, TLRs y citocinas proinflamatorias (Haas
A, et al 2011) y 2) La activacion bystander y proliferacion homeostatica en ausencia
de sefalizacion por el TCR (via nef, TLRs, citocinas proinflamatorias y citocinas
homeostaticas) (Haas A., et al 2011).

El ciclo de replicacion del VIH (Lawn S., et al 2001), la reduccion de las células
T CD4+ (infectadas y no infectadas) (Leng Q., et al 2001; Sousa A., et al 2002) y la
progresion de la enfermedad se correlacionan con la activacion inmunologica
(Ascher M., et al 1990; Douek D., et al 2003; Grossman Z., et al 2002). La

presentacidn antigénica resulta en la activacion y expansion clonal de células T CD4+
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de memoria CD45RO+, que constituye un pool de células blanco susceptibles a la
propagacion del VIH y es aqui donde el virus se replica preferencialmente (Lawn S.,
et al 2001).

A pesar de una extensa investigacion, las contribuciones relativas de los distintos
mecanismos que pueden provocar la activacion aberrante de células T durante la
infeccion cronica por el VIH-1 asi como las especificidades antigénicas asociadas
siguen siendo incompletamente entendidas y son un asunto de mucho debate y
especulacion (Haas A., et al 2011).

Por lo tanto, la patogénesis del SIDA es un fendmeno complejo que tiene como

componente importante a la activacion inmune crénica (Haas A., et al 2011).

Activacion in vitro:

Los linfocitos T de sangre periférica no estimulados producen poco o nada de
citocinas, por lo que la estimulacién de linfocitos T in vitro es usada extensamente
para facilitar la expansion y el estudio de la funcion de células T. Moléculas
mitogénicas como lectinas y anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28
promueven una proliferacion policlonal mientras que el antigeno especifico produce
una respuesta monoclonal u oligoclonal (Munck Petersen C., et al 1992; Trickett A.,
et al 2003).

El forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) estimula a las células T por la activacion
directa de la PKC (Kay J., 1991). Sin embargo, la estimulacion con este agente lleva a
una rapida regulacion negativa en la expresion de CD4 en la membrana (Munck
Petersen C., et al 1992). El estimular a linfocitos T con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas provee un mecanismo mas parecido al
fisioldgico que los tradicionalmente usados como PHA, Con A y PMA-ionomicina.
Las células T pueden eficientemente expandirse usando los anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 inmovilizados (Levine B., et al 1996).

Diehn M., et al compararon los programas transcripcionales inducidos en células
T primarias de sangre completa de donadores sanos por la estimulacion con a) PMA
(25ng/mL) + ionomicina (1uM), b) PHA (5 ug/mL) , c) anticuerpos anti-CD3 y anti-

CD28 acoplados a perlas magnéticas, d) anticuerpos anti-CD3 acoplados a perlas
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magnéticas y e) anticuerpos anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas. Las células
fueron expuestas a estos estimulos durante (0, 1, 2, 6, 12, 24,y 48 h), tras lo cual el
ARN fue extraido y se analizaron mediante el uso de microarreglos de DNA donde se
representan aprox. 18 000 genes (Alizadeh A., et al 2000). Los programas de
expresion génica evocados por los anticuerpos anti-CD3 acoplados a perlas
magnéticas, anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas, PHA y
PMA-ionomicina fueron muy similares. Un grupo diverso de mas de 3 000 genes
(17% de todos los genes representados en el microarreglo) mostraron prominentes
cambios de expresion génica (en al menos 3 veces), un 57% de estos fueron inducidos
y el 43% reprimidos (Diehn M., et al 2002).

La similitud entre los cambios inducidos por la coestimulacion con anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas y los inducidos por la PMA-
ionomicina destacan la importancia critica de la via de sefializacion de calcio y la via
de la PKC en el programa de activacion de células T (Diehn M., et al 2002).

Docenas de genes que codifican para mediadores inmunes como las citocinas y
quimiocinas, receptores de citocinas, moléculas de adhesion celular, asi como de
moléculas citotoxicas efectoras, como granzima B, granulisina, y FasL, fueron
inducidos durante este programa. La induccion de estos ultimos factores pro-
apoptoticos se esperaria que promovieran la muerte celular, sin embargo, se observo
s6lo modesta muerte celular durante el transcurso de 48 h en este experimento y de
acuerdo con los informes anteriores (Van Parijs L., et al 1998; Van Parijs L., et al
1996; Diehn M., et al 2002).

La regulacién observada de Fas, FasL, y genes que actlan rio abajo de Fas indica
como las células T coestimuladas pueden protegerse a si mismas de sus propias
capacidades letales. Curiosamente, mientras que la coestimulacion de células T
dramaticamente indujo FasL, Fas no fue inducido. Del mismo modo, el factor
antiapoptético Bcl2 fue inducido, mientras que su antagonista, BID, fue reprimido.
La caspasa 8, que activa BID fue también reprimida. Por lo tanto, esta coordinacion
en el programa transcripcional puede servir para proteger a las células T contra la
apoptosis dependiente de fasL, mientras que les permite usar FasL para matar a otros
blancos celulares (Chang H., et al 2000; Diehn M., et al 2002).
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Muchos de los genes cuyos productos estan implicados en la transduccion de las
sefiales del TCR fueron reprimidos por la activacion de células T. Estos genes
incluyen la fosfolipasa C, LAT, LCK, TRIM, y (CD3, asi como los genes que
codifican las subunidades del TCR. Este descubrimiento es consistente con informes
publicados que demuestran la internalizacion rapida y la degradacion del TCR en la
estimulacion (Mirami Y., et al 1987; Diehn M., et al 2002). Por otra parte, esta
regulaciéon negativa de los componentes del TCR podria reflejar una transicion de
células T en reposo, cuya maquinaria de comunicacion en la superficie celular se
dedica a la exploracion de antigeno, a células T estimuladas, cuyas proteinas de
superficie se dedican principalmente a funciones efectoras y a la comunicacién con
otras células mediada por citocinas (Diehn M., et al 2002).

Aunque la activacién inmunoldgica en respuesta a organismos invasores es
esencial para montar una respuesta efectiva del huésped, paradojicamente ésta puede
también proporcionar un ambiente inmunologico que conduce la replicacion viral y la

progresion de la enfermedad en personas infectadas con VIH (Lawn S., et al 2001).
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ANTECEDENTES

Trabajos previos sobre el efecto de la activacion in vitro sobre la fusién celular
mediada por las proteinas de la envoltura del VIH.

En la literatura hay pocos articulos acerca del efecto de la activacion de celulas
CD4+ sobre la fusion. Los estimulos utilizados fueron PHA (Gowda S., et al 1989;
Mohagheghpour N., et al 1991; Zaitseva M., et al 2005), PMA (Chowdhury 1., et al
1990; Golding H., et al 1994) o con anti LFA-1 (Barbeau B., et al 1998) y el posterior
cocultivo con células Env+ transfectadas (Gowda S., et al 1989; Mohagheghpour N., et
al 1991; Golding H., et al 1994; Barbeau B., et al 1998; Zaitseva M., et al 2005) o
células infectadas (Gowda S., et al 1989; Chowdhury 1., et al 1990; Golding H., et al
1994; Barbeau B., et al 1998 ).

En los estudios mencionados, la evaluacién y cuantificacion del fenémeno de fusién
célular se efectu6 principalmente por microscopia (Gowda S., et al 1989;
Mohagheghpour N., et al 1991; Golding H., et al 1994; Barbeau B., et al 1998), mientras
que otros utilizaron citometria de flujo (Zaitseva M., et al 2005), medidor de didametro
celular (Chowdhury I., et al 1990) o luminémetro (Barbeau B., et al 1998).

En los trabajos donde estimularon previamente con PHA o anti-LFA-1 se observd
un aumento en la formacion de sincicios (Gowda S., et al 1989; Mohagheghpour N., et al
1991; Barbeau B., et al 1998; Zaitseva M., et al 2005), mientras que cuando las células se
estimularon previamente con PMA hubo una disminucion en la formacion de sincicios
(Chowdhury 1., et al 1990; Golding H., et al 1994). Por lo tanto, estos estudios tempranos
ya documentaron que distintos tipos de estimulacion “in vitro” tenian distintos efectos
sobre la formacion de sincicios inducida por las proteinas de fusion del VIH.

Diehn M., et al comparararon los programas transcripcionales inducidos por la
estimulacion con PMA-ionomicina, PHA y anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados
a perlas magnéticas en células T de la sangre de donadores sanos mediante microarreglos
(donde fueron representados 18 000 genes)(Diehn M., et al 2002). Este trabajo tan
completo tienen dos limitantes por su propia naturaleza del estudio: el primero es que el
andlisis se centré Unicamente en genes que incrementaron o disminuyeron su expresion
en al menos 3 veces. Cambios menos pronunciados en los genes se consideraron no

relevantes y el segundo es que no todo el ARN se convierte finalmente a proteina
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) expresan
en su membrana las proteinas de la envoltura viral (complejo gp120/gp4l o Env),
adquiriendo la capacidad para fusionarse con células sanas que portan el receptor CD4 y
un receptor para quimiocinas, formando sincicios. Durante la infeccion por el VIH, se ha
encontrado que existe una alta correlacion entre la deteccion en sangre periférica de
variantes virales con alta capacidad para inducir la formacion de sincicios en cultivos de
linfocitos T CD4+ y la progresion a SIDA. Andlisis histologicos han revelado la
presencia de sincicios infectados en cerebro y ganglios linfaticos de individuos con
infeccion por el VIH. Estas observaciones sugieren que la fusion entre células infectadas
y no infectadas podria contribuir al dafio del sistema inmune durante la infeccidn por este
virus.

Se conoce que la activacion de los linfocitos T CD4+ favorece la replicacion viral y
que el uso de mitdgenos promueve la obtencion de altos titulos virales in vitro, ya que la
activacion favorece la integracion y la transcripcion viral. Sin embargo el papel de la
activacion en la entrada del virus a las células no es claro, ya que la literatura reporta que
distintos métodos de estimulacion in vitro pueden tener distintos efectos sobre la fusion
de membranas inducida por las proteinas de la envoltura viral.

La estimulacion in vitro de linfocitos T con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a perlas magnéticas provee un mecanismo de estimulacién que es similar al
que se induce durante la presentacion de antigenos en la respuesta inmune adaptativa.
Actualmente se desconoce el efecto de la activacion in vitro con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 sobre la fusion mediada por las proteinas de la envoltura del VIH-1. El
analisis de tal efecto constituye el principal objetivo de éste trabajo. La activacion
obtenida se evaluara en base a la expresion de los marcadores de activacion CD25 y
CD54, determinando también la expresion de otros marcadores importantes como CD3,
CD4 y CD184, asi como la viabilidad celular. En la literatura no hay reportes en donde
se evallen de manera simultanea a estos marcadores durante la activacion celular,
ademas que muchos trabajos no determinaron la viabilidad celular después de la
activacion. Por otra parte, el andlisis de la formacion de sincicios se evaluara
cuantitativamente por citometria de flujo en contraste con reportes de la literatura en

donde la formacion de sincicios se evalué de manera cualitativa.
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OBJETIVO
Determinar si la activacion de los linfocitos T CD4+ modifica su capacidad para

fusionarse con células que expresan las glicoproteinas del gen env del VIH.

OBJETIVOS EXPERIMENTALES:
Analizar el efecto de la activacion de los linfocitos T CD4+ usando PMA-
lonomicina o anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas,
sobre:
a) La expresion de CD4, CD3, CD25(IL-2Ra), CD184 (CXCR4) y CD54
(ICAM-1).

b) Su viabilidad

c) Su fusogenicidad con células Jurkat que expresan las proteinas de la envoltura
del VIH (células Env+): Porcentaje de sincicios, tamafio y granularidad de
estos.

Los efectos de la activacion se determinaran sobre células de la linea Jurkat,
células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs) de donadores sanos y
linfocitos T CD4+ de la sangre periferica purificados en columnas magnéticas por

seleccién negativa.
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HIPOTESIS

La activacion de los linfocitos T CD4+ inducird cambios en su susceptibilidad
para fusionarse con linfocitos T que expresan las proteinas de la envoltura del VIH.
Tales cambios se correlacionaran con la expresion de receptores de membrana

implicados en la fusion.

39



MATERIALES Y METODOS:

Lineas celulares:

Las lineas celulares linfoides Jurkat, llamadas HXBc2 y 522F/Y, fueron donadas
por el Dr. Joseph Sodroski, a través del programa AIDS Research and Reference
Reagent Program, Division of AIDS, NIAD, NIH. Las dos lineas se encuentran
transfectadas establemente para expresar el complejo proteico gp120/gp41 (Env) de la
envoltura del VIH-1, bajo un sistema inducible basado en el operdn de tetraciclina
(Fig. 7).

Las células contienen un plasmido regulador que codifica para la proteina de
fusién tTA, que es una combinacion del represor de tetraciclina con el dominio C-
terminal del activador transcripcional VP16 del virus del herpes (Cao J., et al 1996).
Un segundo plasmido de respuesta contiene secuencias del operador de tetraciclina
acopladas al promotor minimo de citomegalovirus humano y controlan la expresion
de los genes env y rev del VIH-1 de la cepa X4 denominada HXBc2. Los plasmidos,
ademas contienen genes de resistencia a los antibidticos geneticina e higromicina,
respectivamente. De este modo la expresion de los genes virales se encuentra

reprimida en presencia de tetraciclina (Cao J., et al 1996) (Fig. 7).
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Fig. 7. Estructura del sistema para la expresion inducible de las proteinas Env del VIH-1. La
proteina tTA esta compuesta por el activador VP16 (A) y por el represor de tetraciclina (R). La union
de la proteina tTA al operador de tratraciclina promueve la expresion de las proteinas virales
gp12W0/gp41. Cuando la tetraciclina se encuentra presente, se une a la proteina tTA evitando su
interaccion con la regién promotora e inhibiendo la expresion del gen env (Cao J., et al, 1996).
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La diferencia entre la linea celular HXBc2 y 522 F/Y es que ésta tltima expresa
una mutante del gen env, con una sustitucion E/Y (fenilalanina por tirosina) en la
posicién 522 localizada en el péptido de fusion de gp41, de tal forma son incapaces
de inducir la fusién de membranas (Cao J., et al 1996: Huerta L., et al 2009).

La expresion de las proteinas Env en las lineas celulares HXBc2 y 522F’Y, ha
sido determinada por técnicas de inmunoprecipitacion y citometria de flujo (Cao J., et
al 1996; Huerta L., et al 2009).

La linea celular linfocitica Jurkat E6-1 (CD3+/CD4+/CXCR4+), fue obtenida del
ATCC (American Type Culture Colection), obtenida de sangre periférica de un caso

de leucemia linfoblastica de células T aguda.

Separaciéon de PBMCs:

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron aisladas por
centrifugacion en gradiente de Ficoll-Paque Plus (GE, Uppsala Suecia). Antes de
comenzar la separacion, se colocé a temperatura ambiente el Ficoll y el paquete
leucocitario (buffy coat) dentro de la incubadora a 37°C. Todos los pasos fueron
realizados en condiciones de esterilidad dentro de una campana de flujo laminar clase
Il 'y con pipetas desechables. Se revolvio la sangre venosa periférica con la pipeta
para homogenizar y en un tubo de 50 mL se hizo una mezcla, agregando 10 mL de
sangre y 15 mL de DPBS (solucién amortiguadora salina de fosfatos de Dulbecco) y
se homogenizo.

En un tubo de 50 mL, se colocaron 18 mL de Ficoll, se inclind y se agregd la
mezcla muy lentamente. Se centrifugd 40 min. (25 °C, Vel. 1450 rpm con freno y
acelerador=1). Se quito el plasma (interfase superior) con una pipeta y se coloco el
anillo de PBMCs (8 mL) en 20 mL de DPBS. Se centrifug6é 5 min. a 1200 rpm (con
freno y acelerador normal), se decant0 y se despegd el boton. Se realizaron 4 lavados
con 20 mL de DPBS hasta que el liquido estuvo transparente. Se resuspendio el boton
en 20 mL de DPBS y se tomaron 5 pL de suspension (PBMCs+DPBS) en 195 uL

azul tripan (1:40) y se procedio a contar en una cdmara Neubauer.
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Purificacion de células T CD4 por seleccion negativa

Una vez determinado el nimero de células totales, se centrifugd la suspension
celular a 300g durante 10 minutos, posteriormente se quit6 el sobrenandante con una
pipeta y se resuspendio el pellet en 40ulL de buffer MACS (AutoMACS rinsing
solution and MACS BSA Stock solution) (desgasificado, PBS PH 7.2, 0.5% de
albumina sérica bovina (BSA) y 2 Mm EDTA) (MACS, Miltenyi Biotec, EU) por
cada 10’ células totales. Utilizando el kit de aislamiento de células T CD4+ (MACS,
Miltenyi Biotec Auburn, EU), se afiadieron 10uL del coctel de anticuerpos acoplados
a biotina por cada 10" células totales, se mezcl bien y se incub6 durante 5 minutos
en el refrigerador (2-8°C). Después se afiadieron 30uL de buffer MACS por cada 10’
células totales y se agregaron 20pL de microperlas anti-biotina por cada 10" células
totales, se mezcl6 bién y se incubaron durante 10 minutos en el refrigerador (2-8°C) .
Se ajustd el volumen a un minimo de 500uL de buffer MACS.

Para la separacion magnética, se utilizé una columna LS (MACS, Miltenyi
Biotec, EU). Se coloco la columna en el campo magnético de un separador MACS.
Se prepard la columna enjuagando con 3 mL de buffer MACS y se desechd el
liquido. Posteriormente, se aplicé la suspension celular sobre la columna, permitiendo
que las células pasaran a través de la columna y se colecto el efluente residual como
fraccion de células no marcadas, lo que representa la fraccidn enriquecida de células
T CDA4+. Por ultimo, se lavo la columna 3 veces adicionando 3 mL de buffer MACS,
agregando el buffer cada vez que el depdsito de la columna qued6 vacio. Se recogid
todo el efluente en el mismo tubo, todo este efluente represent6 las células CD4+

enriquecidas.

Criopreservacion de linfocitos T CD4+ purificados de PBMCs (SOLO PARA EL
CASO 4)

Congelacion: Los linfocitos T CD4+ purificados de PBMCs, fueron contados y
ajustados a 10x10° células/mL en un medio de congelacién constituido por 90% de
SFB;, 5% de medio RPMI suplementado al 10% de SFB; y 5% de DMSO dentro de
un criotubo de polipropileno. El congelamiento fue gradual, la primera hora a -20°C,
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la segunda hora a -70°C y después los viales fueron transferidos a nitrégeno liquido a
-120°C.

Descongelacion: El criotubo fue transferido del nitrogeno liquido al hielo y
después a un recipiente con agua a 37° C (descongelaciéon répida). Se limpio el
criotubo con etanol al 70% (para desinfectar) y se adicion6 gota a gota 1 mL de
medio RPMI suplementado. Posteriormente en un tubo de 15 mL que contenia 8 mL
de medio RPMI, se agrego la suspension celular gota a gota (la dilucion gradual del
DMSO evita estrés osmotico). Se centrifugd a 1200 rpm durante 7 min y se descarto
el sobrenadante. Después, las células fueron resuspendidas en medio RPMI
suplementado con 20% de SFB; a una densidad de 5x10° células/mL y se incubaron a
37° C durante 16 h (fase de descanso). Transcurriendo ese tiempo, las células fueron
centrifugadas y crecidas en medio RPMI suplementado con 10% SFB; y 40 Ul de IL-

2/mL. Las células se encontraban en condiciones para ensayos funcionales.

Cultivo de Lineas celulares

Las lineas celulares HXBc2 y 522 F/Y (denominadas Env+) se cultivaron en
suspension en botellas T-75, con medio RPMI (Gibco, Carlsbad, California, EU)
suplementado con 10% de SFB; (Gibco, Carlsbad, California, EU), 50 U/mL de
penicilina y 50 pg/mL estreptomicina (Gibco, Carlsbad, California, EU). Las células
Env* también fueron cultivadas en presencia de 1ug/mL de tetraciclina, 200 pug/mL
de higromicina y 200 ug/mL de geneticina. Los cultivos se mantuvieron a 37 °C con
5% de CO,, (Rivera E., 2006).

Las células Jurkat E6 (denominadas CD4+) se cultivaron en suspension en
botellas T-75, con medio RPMI (Gibco, Carlsbad, California, EU) suplementado con
10% de SFB; (Gibco, Carlsbad, California, EU), 50 U/mL de penicilina y 50 pg/mL
estreptomicina (Gibco, Carlsbad, California, EU) (Rivera E., 2006).

Induccion de la expresion de proteinas de envoltura

En condiciones de esterilidad, las células Env+, se colocaron en tubos para
centrifuga de 50 mL, se lavaron 2 veces con 40 mL de PBS 1X estéril (1 mM
NaH,PO, , 5.6 MM Na;HPO,, 126 mM NaCl, pH 7.2) a 1150 rpm durante 3 minutos,
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con la finalidad de retirar la tetraciclina. Por Gltimo se resuspendieron en medio
RPMI suplementado (1X10° células/mL) y adicionando 200 pg/mL de geneticina y
200 pg/mL de higromicina. Se incubaron a 37 °C con 5% de CO, durante 2 dias para
la expresion de las proteinas gp120/gp41 del VIH (Rivera E., 2006).

Activacion: PMA-lonomicina y anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas.

Los linfocitos T CD4+ (recién separados, en el caso de los provenientes de
donadores sanos) y no marcados fueron divididos en partes iguales y se tuvieron 2
condiciones (activados y no activados). La activacion consistio en el tratamiento con
10 ng/mL de PMA y 1 pg/mL de ionomicina durante 5 horas 0 las células fueron
cultivadas en presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magnéticas (Gibco, Carlsbad, California, EU) de la siguiente forma. El vial contenia
un total de 80X10° de perlas en un volumen de 2mL. Las perlas fueron lavadas antes
de usarse, para esto fueron resuspendidas dentro de su vial durante 30 segundos
(vortex) y se transfiri6 el volumen deseado de perlas a un tubo. Se afiadié un volumen
igual de buffer 6 por lo menos 1 mL y se mezcl6 con el vortex durante 5 segundos,
se coloco el tubo dentro del campo magnético de un iman durante 1 minuto y se
descart6 el sobrenadante. Se retird el tubo del iman y se resuspendieron las perlas en
el mismo volumen en que se encontraban inicialmente ahora con medio de cultivo.

Para la activacion de células T humanas, se comenzé con 10X10° células T
purificadas en 5 mL de medio RPMI para células purificadas (RPMI suplementado
con 10% de SFB; y 40 Ul rIL-2) y dentro de un pozo de una placa de 6 pozos. Se
afiadié 750 pL de perlas para obtener una relacion de 1:3 célula-perlas. La placa, se
incub6 a 37°C y con 5% CO; durante 3 dias. Para aplicaciones de citometria de flujo
se quitaron las perlas antes de realizar una tincion, para esto se colocé la suspension
celular que contenia las perlas en un tubo y éste sobre el campo magnético de un
iman durante 1-2 minutos para separar las perlas de la solucion y se transfirio el
sobrenadante que contenia las células activadas a un pozo de una placa de 6 pozos. Se
cultivaron a una concentracién de 1X10° células/mL de medio RPMI para células

purificadas. Se incubaron a 37°C y con 5% CO; durante una semana.
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Tincion con colorantes fluorescentes vitales.

Las células fueron marcadas con los colorantes lipofilicos fluorescentes, DiO
(Perclorato de 3,3'-dioctadeciloxocarbocianina, Molecular Probes), fluorescente en
color verde y Dil (Perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina,
Molecular Probes), fluorescente en color rojo. Para su uso se prepararon soluciones
stock concentradas disolviendo 3.5 mg de colorante por mL de dimetil sulfoxido
estéril (DMSO). A partir de éstas se hacieron diluciones 1:10 en el mismo disolvente.
Estas diluciones se utilizaron para marcar las células y permanecieron utiles durante 4
meses. Las soluciones stock fueron remplazadas cada afio (Rivera E., 2006).

Doce horas previas al ensayo de fusion, las células Env+ de un dia de induccion
y las células CD4+ fueron ajustadas a una concentracién que va de 5-15x10°
celulas/mL de medio RPMI. A las células Env+ se les adicion6 SpL/mL de DiO 1:10
(esta concentracion aumenta 2 microlitros por cada semana sucesiva a la preparacion
de la dilucion del colorante, ya que la intensidad de fluorescencia obtenida en las
células marcadas va decayendo) y a las células CD4+ se les adicion6 5uL/mL de Dil
1:10 (se puede usar la misma concentracion de Dil, durante 2 0 3 meses para marcar
las células, ya que su fluorescencia es mas estable), protegidas de la luz se incubaron
con agitacion moderada durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron 2
veces con 10 volimenes de medio RPMI y se mantuvieron en cultivo en el mismo
medio. Para las células Env+ ademas se les adiciond 200 pg/mL de geneticina y 200
ug/mL de higromicina. Se incubaron a 37 °C con 5% de CO, (Rivera E., 2006).

Ensayo de fusién celular e inhibicién.

Las células Jurkat Env+ marcadas y Jurkat CD4+ (activadas y no activadas)
marcadas se resuspendieron en medio de cultivo especial para linfocitos libre de
suero (AIM-V, Gibco, Carlsbad, California, EU) (Nota: Para los experimentos donde
se utilizaron células CD4+ purificadas de PBMCs, éstas se resuspendieron en medio
RPMI para células purificadas (RPMI suplementado con 10% de SFB; y 40 Ul rIL-2).
La suspension celular se ajusté a una concentracion de 2x10° células/mL. Para inducir
la formacidn de sincicios, en una placa de 96 pozos de fondo plano se colocaron en

cocultivo 100 pL por pozo de suspension de celulas CD4+ y 100 uL por pozo de
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células Env+. Las suspensiones celulares fueron constantemente resuspendidas con la
micropipeta para que en cada pozo mantenga una proporcion igual de células blanco
CD4+ y células Env+ (1:1). La placa se incubo durante 5 horas a 37 °C con 5% de
CO,. Como controles de especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos en los
que se adiciond los inhibidores anti-CD4 de la clona RPA-T4 (BD Biosciences, San
Jose, California, EU) y el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida, Fuzeon)
(TrimerisRoche, Basilea, Suiza) a una [48 ng/mL] que al ser anélogo al dominio HR2
de la region C- terminal de gp4l (aminodcidos 127-162). T-20, compite con HR2
para interaccionar con HR1 en el dominio N terminal de gp4l, impidiendo la
formacion del racimo de seis hélices necesario para la fusion de la membrana viral
con la membrana celular (Moyle G,. 2003; Jamjian M., et al 2004; Hardy H., et al
2004).

En tubos para citometria con 2 mL de PBS, las células se cosecharon de cada
p0zo con una micropipeta usando puntas de 1mL y se adicionaron en el tubo, para ser
lavadas 1 vez, centrifugando a 1150 rpm durante 3 minutos. Se decantd el
sobrenadante y se resuspendieron en 350uL de buffer para citometria de flujo
(FacsFlow, Becton Dickinson) (Rivera E., 2006).

Inmunofluorescencia directa

Se evalud los cambios en la expresion de marcadores de superficie importantes
en la fisiologia de las células T y en la infeccion por VIH, para esto las suspensiones
de células CD4+ no activadas y activadas a diferentes tiempos fueron colocadas en
tubos de 15mL y centrifugadas a 1150 rpm durante 3 minutos (en el caso de Jurkat) y
a 1200 rpm durante 4 minutos (en el caso de CD4+ purificadas de PBMCs), se
decantaron y se lavaron con 1 mL de buffer de lavado (PBS 1X/NaNj3 0.1%), se
centrifugaron y se decantaron por segunda ocasion. Se realizd un ajuste a 500 000
células/50 uL de buffer de tincion (PBS 1X/NaN3™ 0.1%/SNC; 2%). Posteriormente,
se le agregaron 50 pL de la suspension celular ajustada a tubos de FACS vy estos
fueron colocados en una hielera a 4°C. Se les adicionaron 10 pL (20 pL/1x10°
ceélulas) de uno de los siguientes anticuerpos (BD Pharmingen): CD4 (dominio D1,
epitopes CDR1 y CDR3)-1gG1k APC de ratdn (BD Biosciences, San Jose, California,
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EU), que corresponde a un correceptor para la activacion de células T y receptor del
VIH, CD184 (CXCR4)-1gG2ak APC de raton (BD Biosciences, San Jose, California,
EU)*, que corresponde a un receptor de quimiocinas y correceptor para el VIH y
CD54 (ICAM-1)-1gG1k APC de raton (BD Biosciences, San Jose, California, EU),
que corresponde a una molecula de adhesion. Control de Isotipo IgG1k APC de raton
(BD Biosciences, San Jose, California, EU) e 1gG2ak APC de raton (BD
Biosciences, San Jose, California, EU)*. De los siguientes anticuerpos se les
adicion6 2.5uL (5 pL/1x10° células): CD3 (cadena epsilon)-IgG1k APC de ratén (BD
Biosciences, San Jose, California, EU), que corresponde a un marcador de linfocitos
T y CD25 (IL-2Ra)-1gG1k APC de raton (BD Biosciences, San Jose, California,
EU), que corresponde a un marcador de activacion tardio. Se incubaron en hielo
(excepto CD184 y su control de isotipo) y oscuridad durante 30 minutos y se eliminé
el anticuerpo no unido lavando con 2 mL de buffer de lavado. Finalmente las células
se resuspendieron en 500uL de buffer de lavado y la fluorescencia de todos los
anticuerpos fue detectada en el canal FL-4 del citometro de flujo FACS Calibur.

*NOTA: La inmunofluorescencia directa para CD184 y su control de isotipo, se

realiz6 en células frescas y a temperatura ambiente.

Viabilidad celular:

La viabilidad celular, se determind por citometria de flujo. En tubos para
citometria de flujo se colocd una suspension ajustada de 400 000 células en 300 pL
de buffer de FACS y se agregaron 3 puL de 7AAD (BD Biosciences, San Jose,
California, EU). Se incubaron 20 minutos en oscuridad y fueron posteriormente

leidas.

Adquisicion y analisis

Las células resuspendidas en el buffer adecuado fueron adquiridas y analizadas
mediante un citdmetro de flujo Becton-Dickinson modelo FACS Calibur que cuenta
con 2 laseres, 1 laser de Argon (488nm) y 1 laser diodo rojo (635nm), utilizando el

programa Cell-Quest Pro (Becton Dickinson). El andlisis se realizé sobre 10 000
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eventos adquiridos construyendo graficas de puntos, tanto de tamafio contra
granularidad (escala lineal) o de fluorescencias (escala logaritmica).

En el caso de la fusion celular, se construy6é una grafica de tamafio contra
granularidad (FSC/SSC) y sobre esta se dibujé una region R1 (region de células
viables), teniendo cuidado de hacer esta region lo mas alta posible en el eje (SSC)
para incluir la mayoria de los sincicios formados. Posteriormente se construyeron
graficas de fluorescencias (FL-1/FL-2), se movieron los detectores y se compenso de
tal forma que se pudieran distinguir 3 poblaciones de células diferentes: las CD4+
(rojas) no fusionadas, las Env+ (verdes) no fusionadas y los sincicios como células
con fluorescencia mixta. El programa Cell-Quest Pro (Becton Dickinson) a través de
la herramienta “Estadistica” nos proporcioné el porcentaje de sincicios Yy el tamafio y
granularidad de estos (células viables doble fluorescentes).

En el caso de la viabilidad, se construy6 una grafica de tamafio contra
granularidad (FSCSSC) y sobre esta se dibujo una region R1 amplia (region de
células viables con algunos restos celulares). Posteriormente se construyeron graficas
de tamafio contra FL-3, canal donde se lee la 7AAD (FSCFL-3), se movieron los
detectores y se capturd. El programa Cell-Quest Pro (Becton Dickinson) a través de la
herramienta “Estadistica” nos proporcion6 el porcentaje de células viables, aquellas
negativas para 7-AAD.

Para detectar la union de anticuerpos acoplados a APC (aloficocianina), con el
programa Cell-Quest Pro, se construyé una grafica de tamafio contra granularidad
(FSCSSC) y sobre esta se dibujo una region R1 (region de células viables).
Posteriormente se construyeron histogramas para FL-4 y a través de la herramienta
“Estadistica” nos proporcion6 el porcentaje de células positivas asi como la media
geométrica tanto del anticuerpo especifico como del control de isotipo, de esta forma
fue posible calcular el indice de fluorescencia media (IFM).

IFM= Intensidad media de fluorescencia del anticuerpo especifico/Intensidad media
de fluorescencia del control de isotipo.

Se considero la media geométrica de la fluorescencia por ser un parametro
adecuado para analizar distribuciones en escala logaritmica, este parametro se

relaciona con el nimero de receptores por célula. El indice de fluorescencia nos
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proporciond el numero de veces que estd incrementada la fluorescencia de los
positivos con respecto al control de isotipo.

Para el analisis del tamafio y la granularidad de los sincicios (casos 1, 2y 3). Se
construyeron histogramas de FSC (tamafio) y SSC (granularidad) a partir del gate (R1
and R4), considerando a los sincicios como viables y dobles fluorescentes. Los
valores de tamafio y granularidad fueron obtenidos de los valores de FSC y SSC
respectivamente. Los valores corresponden a unidades arbitrarias.

Para la cuantificacion del tamafio de los sincicios en el caso 5, las imagenes
fueron analizadas con el programa QCapture Pro 6.0. Previamente se calibro el
programa con perlas magnéticas de 4.5um de diametro, se eligio el objetivo con el
que fueron tomadas las fotos (10x ¢ 20x) y se procedio a realizar mediciones de
didmetro. Se consideraron como sincicios aquellas células que poseian un volumen
superior a la suma de volumenes dado entre un linfocito T CD4+ y una célula Jurkat
Env+.

Para los casos 1, 3, 4 y 5 se tomaron fotografias de los monocultivos y cocultivos
con el microscopio de luz (Leica DMIL) a un aumento de 10x.

Para el caso 4 y 5 se tomaron fotografias de los cocultivos con el microscopio
invertido de fluorescencia (Microscopio Invertido Olympus 1X71) a un aumento de
10x.
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“Cuando uno puede medir eso de lo que estd hablando
y decirlo con numeros, ya se sabe algo de ello”: Lord Kelvin

RESULTADOS

Este trabajo tuvo como objetivo el analizar el efecto de la activacion de células T
CD4+ usando PMA-lonomicina o anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas. Los efectos de la activacion se determinaron sobre células de la
linea Jurkat (CD4+), células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs) de
donadores sanos y linfocitos T CD4+ de la sangre purificados en columnas
magnéticas por seleccion negativa.

Los resultados fueron divididos en cinco casos, que a continuacion se enlistan:

Caso 1: Activacion de células Jurkat (CD4+) con PMA-ionomicina.

Caso 2: Activacion de células mononucleares de la sangre periférica (PBMCs)

con PMA-ionomicina.

Caso 3: Activacion de células Mononucleares de la Sangre Periferica (PBMCs)

con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas.

Caso 4: Activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) con

anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas (congelados y

descongelados).

Caso 5: Activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) con

anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas (frescos).

En todos los casos, se determind el efecto de la activacion sobre:
a) la expresion de marcadores de superficie: CD4 (correceptor para la activacion
de células T y receptor primario del VIH), CD3 (marcador de linfocitos T),
CD25 (la subunidad o del receptor de IL-2, es un marcador de activacion
tardio), CD184 (receptor de quimiocina CXCR4, correceptor del VIH) y
CD54 (es la molécula de adhesion ICAM-1, inducible durante la activacion y
se encuentra en la region p-SMAC).
b) su viabilidad (las células viables no incorporan 7AAD).
c) vy su fusogenicidad con células Jurkat que expresan las proteinas de fusion del

VIH-1, a las cuales se les denominara en lo subsecuente células Env+.
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CASO 1: ACTIVACION DE CELULAS JURKAT (CD4+) CON PMA-
IONOMICINA

1.1 Efecto sobre la expresion de marcadores de superficie.

Las células Jurkat (CD4+) fueron estimuladas con una combinacion de PMA e
ionomicina (PMA-ionomicina), probandose el efecto de dos concentraciones: el
estimulo Al 10 ng/mL de PMA y 1ug/mL de ionomicina 0 el estimulo A2 5ng/mL
de PMA y 0.5ug/mL de ionomicina durante 5 horas. Se analiz6 la expresion de
CD4, CD25 y CD54 a diferentes tiempos después de retirar el estimulo (0.2,2,5y 8
dias) por inmunofluorescencia directa.

Para demostrar que el estimulo funciond y las células fueron activadas revisamos
el aumento en la expresion de dos marcadores de superficie que son CD25 y CD54
(marcadores inducibles durante el proceso de activacion celular).

Se hace incapie en los resultados obtenidos al dia 2, ya que fue el dia en que los
marcadores CD25 y CD54 tuvieron su mayor incremento.

Las células Jurkat (CD4+) activadas (Al) al dia 2, muestran un 26.56% de
células positivas para CD25 mientras que las células Jurkat (CD4+) no activadas
(NA) al dia 2 muestran un 1.21% de células que expresan CD25 (Figs. 8e y 9f).
Respecto a su IFM las células Jurkat (CD4+) Al al dia 2, muestran un 4.15 mientras
que las células Jurkat (CD4+) NA al dia 2 muestran un 2.82 (Figs. 8f y 9f).

Las células Jurkat (CD4+) activadas (Al) al dia 2, muestran un 50.33% de
células positivas para CD54 mientras que las células Jurkat (CD4+) no activadas
(NA) al dia 2 muestran un 33.09% de células que expresan CD54 (Figs. 8c y
9d).Respecto a su IFM las células Jurkat (CD4+) Al al dia 2, muestran un 3.45
mientras que las células Jurkat (CD4+) NA al dia 2 muestran un 2.56 (Figs. 8d y 9d).

Los resultados anteriores nos muestran que las células Jurkat (CD4+)
efectivamente se activaron. Nos preguntamos después si el estimulo tenia un efecto
sobre el marcador de superficie CDA4.

Las células Jurkat (CD4+) activadas (Al) al dia 2, muestran un 6.57% de células
positivas para CD4 mientras que las células Jurkat (CD4+) no activadas (NA) al dia 2

muestran un 58.6% de células que expresan CD4 (Figs. 8a 'y 9b). Respecto a su IFM
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(Indice de fluorescencia media), las células Jurkat (CD4+) Al al dia 2, muestran un
4.62 mientras que las células Jurkat (CD4+) NA al dia 2 muestran un 5.96 (Figs. 8b y
9b).

En resumen, los resultados muestran que el estimulo de PMA-ionomicina (ambas
concentraciones) en las células Jurkat (CD4+), provoco una disminucion tanto en el
porcentaje de células positivas como en el indice de fluorescencia media de CD4
(Figs. 8a, 8b, 9a y 9b), pero un aumento tanto en porcentaje de células positivas
como en el indice de fluorescencia media de CD25 (Figs. 8e, 8f y 9f) y CD54 (Figs.
8c, 8d y 9d).
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Fig.8 : Efecto de la activacion de las células Jurkat (CD4+) con PMA-ionomicina sobre la
expresion de marcadores de superficie. Se determind la expresion de los marcadores de superficie
CD4, CD25(IL-2Ra) y CD54(ICAM-1) en células No Activadas (NA) y Activadas (A) a diferentes
tiempos.

a-f: Las células Jurkat (CD4+) fueron estimuladas con PMA-ionomicina. Se probaron dos
concentraciones de los activadores (Al y A2). El estimulo Al 10 ng/mL de PMA y lug/mL de
ionomicina o el estimulo A2 5ng/mL de PMA y 0.5ug/mL de ionomicina durante 5 horas. Se analizé
la expresion de CD4, CD25 y CD54 a diferentes tiempos después de retirar el estimulo. Las graficas
muestran porcentaje de células positivas (a, ¢, €) e indice de fluorescencia media, IFM (b, d, f). Datos
obtenidos de un experimento. NA, Al y A2 son independientes y simultaneos.
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Fig.9 : Efecto de la activacion de las células Jurkat (CD4+) con PMA-ionomicina sobre la
expresion de marcadores de superficie (histogramas sobrelapados). Los datos de la figura 8 se
representaron ahora mediante histogramas. Se hace énfasis unicamente en dos tiempos (0.2 dias y 2
dias). La curva verde, representa la expresion del marcador en células Jurkat No activadas, la curva
azul, representa la expresion en células Jurkat Activadas (A1) y en rojo el control de isotipo. En la
parte superior derecha de cada histograma se encuentran los porcentajes de células positivas y el
Indice de fluorescencia media para cada curva.
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1.2 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de células Jurkat (CD4+)

Para conocer si la viabilidad de las células Jurkat (CD4+) se vid afectada por la
activacion mediante PMA-ionomicina, se evaluo la viabilidad de las células Jurkat
(CD4+) No activadas (NA) y activadas (A) a diferentes tiempos después de retirar el
estimulo (0.2, 2, 5 y 8 dias). El estimulo empleado fue PMA-ionomicina a dos
concentraciones. El estimulo Al 10 ng/mL de PMA y lug/mL de ionomicina o el
estimulo A2 5ng/mL de PMA vy 0.5ug/mL de ionomicina durante 5 horas. Se
consideraron viables las células negativas para 7AAD (ver materiales y métodos).

Los resultados muestran que las células Jurkat (CD4+) tratadas con PMA-
ionomicina (con ambas concentraciones), tuvieron una menor viabilidad que el
control, sin embargo es de resaltarse que en su punto mas bajo de viabilidad,
registrado al dia 2, esta es cercana al 80% (Fig. 10). Por tanto concluimos que el
estimulo no disminuyd de manera importante la viabilidad como se requeria y
tampoco existieron diferencias en la viabilidad ya sea por el empleo del estimulo Al
0 A2

Viabilidad de Jurkat CD4
80

——NA
20 —m—n1

% de viabilidad (-7AAD)
3

a2

0.2 2 5 8
dias

Fig. 10 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de células Jurkat (CD4+). Se evalu0 la viabilidad
de células Jurkat No activadas (NA) y activadas (A) a diferentes tiempos después de retirar el
estimulo. El estimulo empleado fue PMA -ionomicina. El estimulo A1 10 ng/mL de PMA y lug/mL de
ionomicina o el estimulo A2 5ng/mL de PMA y 0.5ug/mL de ionomicina durante 5 horas. Se
consideraron viables las celulas negativas para 7AAD. Datos obtenidos de un experimento. NA, Al y
A2 son independientes y simultaneos.

1.3 Efecto de la activacién de células Jurkat CD4+ sobre la fusion con células Jurkat
Env+

Las células Jurkat (CD4+) No activadas (NA) y Activadas(A), fueron marcadas
con Dil y cocultivadas con células Env fusogénicas (Figs. 11a y 11b) o células Env*
no fusogénicas (Figs. 11c y 11d) marcadas con DiO. Para inducir la formacion de

sincicios, se colocaron células CD4+ y Env en proporcion 1:1. Las placas fueron
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incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y evaluadas a diferentes tiempos
después del retiro del estimulo (0.2, 2 y 8 dias). El estimulo empleado fue 10 ng/mL
de PMA y 1ug/mL de ionomicina durante 5 horas. Como controles de especificidad
de la fusion celular, se incluyeron pozos en los que se adicionaron los inhibidores
anti-CD4 y el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL].

T-20, es un péptido sintético aprobado para uso clinico, pertenece a la familia de
los péptidos C, al ser analogo al dominio HR2 de la regién C- terminal de gp4l
(aminoéacidos 127-162). T20, compite con HR2 para interaccionar con HR1 en el
dominio N terminal de gp4l, impidiendo la formacion del racimo de seis hélices
necesario para la fusién de la membrana viral con la membrana celular (Moyle G,.
2003; Jamjian M., et al 2004; Hardy H., et al 2004).

Se hace énfasis en el porcentaje de fusién obtenidos al dia 2, para relacionarlos
con la expresion de marcadores de superficie en ese mismo dia.

Los resultados muestran que los cocultivos formados por células Jurkat (CD4+)
A (activadas) y células Jurkat Env+ (fusogénicas) fusionan menos (obteniéndose un
0.66% al dia 2) comparado con los cocultivos formados por células Jurkat (CD4+)
NA (No activadas) y células Jurkat Env+ (fusogénicas) (obteniéndose un 14.69% al
dia 2) (Figs. 11b y 11a). Es importante resaltar que la fusién celular registrada es casi
completamente inhibible mediante la adicion de anti-CD4 o con el péptido sintético
T-20 (Figs. 11cy 11d), lo cual corrobora que se trata de verdaderos sincicios que son

producto de la fusién celular.
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CELULAS NO ACTIVADAS CELULAS ACTIVADAS
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Fig. 11. Efecto de la activacién de las células Jurkat (CD4+) sobre la fusién con células Jurkat
(Env+). Como controles de especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos en los que se
adicionaron los inhibidores anti-CD4 vy el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Las
células Jurkat (CD4+) No activadas (NA) y Activadas(A), fueron marcadas con Dil y cocultivadas con
células Jurkat Env fusogénicas o células Jurkat Env* no fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir
la formacion de sincicios, se colocaron células CD4+ y Env en proporcion 1:1. Las placas fueron
incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y evaluadas a diferentes tiempos después del retiro
del estimulo (10 ng/mL de PMA y 1ug/mL de ionomicina durante 5 horas).

a) Cocultivo de células Jurkat Env fusogénica con células Jurkat CD4 NA, b) Cocultivo de
células Jurkat Env fusogénica con células Jurkat CD4 A ,c)Cocultivo de células Jurkat Env
no fusogénica con células Jurkat CD4 NA, d) Cocultivo de células Jurkat Env no fusogénica
con células Jurkat CD4 A. Datos obtenidos de un experimento. Cada punto representa la
media + error estandar. NA y A son independientes y simultaneos.

La Fig. 12 muestra el aspecto de los cocultivos formados por células Jurkat
(CD4+) no activadas o activadas con células Jurkat (Env+). Los cocultivos formados
por células Jurkat (CD4+) NA, tienden al dia 2 a formar muchos sincicios pequefios,
pero bien identificables a un aumento 10x, sin embargo los cocultivos formados por
células Jurkat (CD4+) A, tienden al dia 2 a formar sincicios aparentemente pequefios
y poco abundantes, muy dificiles de ser identificados a un aumento de 10x. El uso de

T-20 y anti-CD4 respectivamente, fueron capaces de inhibir casi totalmente la
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formacion de sincicios tanto en cocultivos con células Jurkat (CD4+) A y NA. Las
imagenes concuerdan con los datos obtenidos por citometria respecto a porcentaje
(Fig. 11) y tamafio (Fig. 13a) de los sincicios.

+ T-20 + anti-CD4

Células
No Activadas

Células
Activadas

Fig. 12: Aspecto de los cocultivos de células Jurkat (CD4+) no activadas (NA) o Activadas (A), con
células Jurkat (Env+) fusogénicas al dia 2. Los sincicios son sefialados mediante una flecha.
Aumento 10x.

1.4 Anadlisis del tamafio y granularidad de sincicios formados por la fusion Jurkat
CD4+ con células Jurkat Env+.

Nos preguntamos si existia diferencia respecto a su tamafio y granularidad entre
los sincicios formados por células Jurkat (CD4+) no activadas y activadas (mediante
PMA -ionomicina).

Se analiz6 el tamafio y la granularidad de los sincicios generados en cocultivos
de células Jurkat (Env+) fusogénicas con células Jurkat (CD4+) activadas o no
activadas. Los resultados muestran que los sincicios formados por células Jurkat
(CD4+) activadas son mas pequefios (Fig. 13a) y menos granulosos (menor
complejidad interna) (Fig. 13b) que aquellos formados por células Jurkat (CD4+) no
activadas.
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Fig. 13. Tamafio y granularidad de los sincicios generados en cocultivos de células Jurkat Env+
fusogénicas con células Jurkat CD4+ activadas o no activadas. a) tamafio de sincicios, b)
granularidad de sincicios. Datos obtenidos de un experimento. Cada punto representa la media +
error estdndar. NA y A son independientes y simultaneos. Los valores de tamafio y granularidad
fueron obtenidos de los valores de FSC y SSC respectivamente. Los valores corresponden a unidades
arbitrarias.
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CASO 2: ACTIVACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA (PBMCS) CON PMA-IONOMICINA.

2.1 Efecto sobre la expresion de marcadores de superficie.

Las PBMCs, fueron obtenidas por centrifugacion en gradiente de ficoll e
incubadas durante una noche. Posteriormente las PBMCs fueron estimuladas con 10
ng/mL de PMA y 1ug/mL de ionomicina durante 6 horas. Se analiz6 la expresion de
CD4, CD25 (IL-2Ra) y CDI184 (CXCR4) al retirar el estimulo por
inmunofluorescencia directa.

Para demostrar que el estimulo funciond y las células fueron activadas revisamos
el aumento en la expresion del marcador de superficie CD25 (marcador inducible
durante el proceso de activacion celular).

Las PBMCs activadas (A) durante 6 horas, muestran un 32.58% de células
positivas para CD25 mientras que las PBMCs no activadas (NA) muestran un 25.43%
de células que expresan CD25 (Figs.14a y 15c). Respecto a su IFM (Indice de
fluorescencia media), las PBMCs A durante 6 horas, muestran un 2.64 mientras que
las PBMCs NA muestran un 3.82 (Figs.14b y 15c).

El aumento en la expresion de CD25 (en porcentaje) nos demuestra que las
PBMCs se activaron. Nos preguntamos después si el estimulo tenia un efecto sobre
los marcadores de superficie CD4 y CD184 (CXCRA4).

Las PBMCs activadas (A) durante 6 horas, muestran un 48.3% de células
positivas para CD4 mientras que las PBMCs no activadas (NA) muestran un 51.10%
de células que expresan CD4 (Figs.14a y 15a). Respecto a su IFM, las PBMCs A
durante 6 horas, muestran un 12.87 mientras que las PBMCs NA muestran un 61.66
(Figs. 14b y 15a).

Las PBMCs activadas (A) durante 6 horas, muestran un 34.8% de celulas
positivas para CD184 mientras que las PBMCs no activadas (NA) muestran un 48.6%
de células que expresan CD184 (Figs. 14a y 15b). Respecto a su IFM, las PBMCs A
durante 6 horas, muestran un 3.21 mientras que las PBMCs NA muestran un 4.68
(Figs. 14b y 15b).
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En resumen los resultados muestran que el estimulo de PMA-ionomicina sobre

PBMCs, provoco una disminucion tanto en el porcentaje de células positivas como en
el indice de fluorescencia media de CD4 (Figs. 14a, 14b y 15a) y CD184 (Figs. 14a,
14b y 15b), pero un modesto aumento en el porcentaje de células positivas CD25
(Figs. 14ay 15c).
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Fig.14 : Efecto de la activacion de PBMCs con PMA-ionomicina sobre la expresion de marcadores
de superficie: Se determing, la expresién de marcadores de superficie CD4, CD25(IL-2Ra) y

CD184(CXCR4) en PBMCs No Activadas (NA) y Activadas (A).

Las PBMCs, fueron obtenidas por centrifugacion en gradiente de ficoll e incubadas durante una
noche. Las PBMCs fueron estimuladas con 10 ng/mL de PMA y lug/mL de ionomicina durante 6
horas. Se revisaron los marcadores CD4, CD25 y C184 al retirar el estimulo. a) porcentaje de células
positivas, b) indice de fluorescencia media, IFM. Datos obtenidos de un experimento. La barra
representa la media + error estdndar. NA y A son independientes y simultaneos.
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Fig.15 : Efecto de la activacién de PBMCs con PMA-ionomicina sobre la expresion de marcadores
de superficie (histogramas sobrelapados). Los datos de la figura 14 se representaron ahora mediante
histogramas. La curva verde, representa la expresion del marcador en PBMCs No activadas, la curva
azul, representa la expresién en PBMCs Activadas y en rojo el control de isotipo. En la parte superior
derecha de cada histograma se encuentran los porcentajes de células positivas y el Indice de
fluorescencia media para cada curva.

2.2 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de PBMCs

Para conocer si la viabilidad de las PBMCs se vio afectada por la activacion
mediante PMA-ionomicina, se evalud la viabilidad de las PBMCs No activadas (NA)
y activadas (A) después de retirar el estimulo. El estimulo empleado fue 10 ng/mL de
PMA y lpg/mL de ionomicina durante 6 horas. Se consideraron viables las células
negativas para 7AAD (ver materiales y métodos). La Fig. 16 muestra que las PBMCs
tratadas con PMA-ionomicina, tuvieron una viabilidad del 55.03%, en contraste con
el control NA que tuvo una viabilidad del 89.9%. El estimulo de PMA-ionomicina

sobre PBMCs resultd ser muy fuerte, debido a que afectd la viabilidad de manera
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significativa. Esto fue debido ya sea a la naturaleza del estimulo o a la sensibilidad de
las PBMCs recién separadas, ya que como podemos observar el aumento en la
expresion del marcador de superficie CD25 (Figs. 14a y 15c¢) no fue muy notorio.
Debido a unos ensayos previos con otras concentraciones del estimulo una més alta 'y
una mas baja y al poco éxito obtenido, se decidi6 analizarlas Gnicamente a las 6 horas

y no hacer un seguimiento.
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Fig. 16 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de PBMCs. Se evalug la viabilidad de PBMCs No
activadas (NA) y activadas (A) después de retirar el estimulo. El estimulo empleado fue 10 ng/mL de
PMA 'y lug/mL de ionomicina durante 6 horas. Se consideraron viables las celulas negativas para
7AAD. Datos obtenidos de un experimento. La barra representa la media + error estandar. NAy A
son independientes y simultaneos.

2.3 Efecto de la activacion de PBMCs sobre la fusion con células Jurkat Env+

Las PBMCs No activadas (NA) y Activadas (A), fueron marcadas con Dil y
cocultivadas con células Jurkat Env+ fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la
formacion de sincicios, se colocaron PBMCs y células Env en proporcion 1:1. Las
placas fueron incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y posteriormente
evaluadas. El estimulo empleado fue 10 ng/mL de PMA y 1ug/mL de ionomicina
durante 6 horas. Como controles de especificidad de la fusion celular, se incluyeron
pozos en los que se adicionaron los inhibidores anti-CD4 y el péptido sintético T-20
(Enfuvirtida) [48 ng/mL].

Los resultados muestran que los cocultivos formados por PBMCs A (activadas) y
células Jurkat Env+ (fusogenicas) fusionan menos (obteniéndose un 2.3%)

comparado con los cocultivos formados por PBMCs NA (No activadas) y células
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Jurkat Env+ (fusogénicas) (obteniéndose un 5.33%) (Fig. 17). Es importante resaltar
que la fusion celular registrada es casi completamente inhibible mediante la adicion
de anti-CD4 o el péptido sintético T-20 (Fig. 17) ), lo cual corrobora que se trata de

verdaderos sincicios que son producto de la fusion celular.

Fusién e Inhibicion de PBMCs-Env+

o
o

% de fusidn

L= o T I

NA NAT20 NA aCD4 A ATZO0 A aCD4

Fig. 17. Efecto de la activacion de PBMCs sobre la fusion con células Env+. Como controles de
especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos en los que se adicioné los inhibidores anti-CD4
y el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Las PBMCs No activadas (NA) y Activadas(A),
fueron marcadas con Dil y cocultivadas con células Jurkat Env+ fusogénicas marcadas con DiO.
Para inducir la formacion de sincicios, se colocaron PBMCs y Env en proporcién 1:1. Las placas
fueron incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y posteriormente evaluadas. El estimulo
empleado fue 10 ng/mL de PMA y Iug/mL de ionomicina con una duracion del estimulo de 6 horas.
Datos obtenidos de un experimento. La barra representa la media * error estandar. NA y A son
independientes y simultaneos.

2.4 Andlisis del tamafio y granularidad de sincicios formados por la fusion de PBMCs
con células Jurkat Env+

La Fig. 18 muestra que los sincicios formados por PBMCs activadas son del
mismo tamario (Fig. 18a), pero menos granulosos (menor complejidad interna) (Fig.
18b) que aquellos formados por PBMCs no activadas.

a) Tamaifio de sincicios PBMC- Jurkat b) Granularidad de sincicios PBMC-Jurkat
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Fig. 18. Tamafio y granularidad de los sincicios generados en cocultivos de células Jurkat Env+
fusogénicas con PBMCs activadas o no activadas. El estimulo empleado fue 10 ng/mL de PMA 'y

64



lug/mL de ionomicina con una duracion del estimulo de 6 horas a) tamafio de los sincicios b)
granularidad de los sincicios. Datos obtenidos de un experimento. La barra representa la media +
error estdndar. NA y A son independientes y simultaneos. Los valores de tamafio y granularidad
fueron obtenidos de los valores de FSC y SSC respectivamente. Los valores corresponden a unidades
arbitrarias.
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CASO 3: ACTIVACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE LA
SANGRE PERIFERICA (PBMCS) CON ANTICUERPOS ANTI-CD3 Y ANTI-
CD28 ACOPLADOS A PERLAS MAGNETICAS.

3.1 Determinacion de CD4 y CD3 en PBMCs

Las PBMCs, fueron obtenidas por centrifugacion en gradiente de ficoll e
inmediatamente se evalud en estas células, la expresion de los marcadores CD4 y
CD3 por inmunofluorescencia directa. Los resultados muestran un 53.6% de células
CD4+ con un indice de fluorescencia media de 81.34, mientras que un 66.4% fueron
CD3+, con un indice de fluorescencia media de 142.22 (Fig. 19).
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Fig. 19: Determinacion de CD4 y CD3 en PBMCs al tiempo 0. Las PBMCs, fueron obtenidas por
centrifugacion en gradiente de ficoll e inmediatamente se evalu6 la expresion de los marcadores CD4
y CD3. a) Porcentaje de células positivas, b) Indice de fluorescencia media, IFM. Datos obtenidos de
dos experimentos. La barra representa la media + la desviacion estandar.

3.2 Efecto sobre la expresion de marcadores de superficie.

Las PBMCs fueron estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados
a perlas magnéticas en proporcion 2.5:1(perlas:célula) durante 3 dias. Se analizé la
expresion de CD4, CD25 y CD54 por inmunofluorescencia directa, inmediatamente
después de retirar las perlas, que corresponde al dia 3, tres dias posteriores al retiro de
las perlas que corresponde al dia 6 y seis dias posteriores al retiro de las perlas, que
corresponde al dia 9. Tambien fueron determinados los mismos marcadores en

PBMCs NA a los mismos tiempos.
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Para demostrar que el estimulo funcioné y las células fueron activadas revisamos
el aumento en la expresion de dos marcadores de superficie que son CD25 y CD54
(marcadores inducibles durante el proceso de activacion celular).

Se hace incapie en los resultados obtenidos al dia 3 para CD54 y al dia 6 para
CD4 y CD25, ya que fueron estos dias en los que los marcadores antes mencionados
tuvieron su mayor incremento.

Las PBMCs activadas (A) al dia 6, muestran un 93.56% de células positivas para
CD25 mientras que las PBMCs no activadas (NA) al dia 6 muestran un 12.4 % de
células que expresan CD25 (Figs. 20c y 21d). Respecto a su IFM (Indice de
Fluorescencia Media), las PBMCs A al dia 6, muestran un 98.87 mientras que las
PBMCs NA al dia 6 muestran un 14.04 (Figs. 20d y 21d).

Las PBMCs activadas (A) al dia 3, muestran un 95.46% de células positivas para
CD54 mientras que las PBMCs no activadas (NA) al dia 3 muestran un 79.93% de
células que expresan CD54 (Figs. 20e y 21e). Respecto a su IFM, las PBMCs A al
dia 3, muestran un 47.89 mientras que las PBMCs NA al dia 3 muestran un 9.39
(Figs. 20f y 21e).

Los resultados anteriores nos muestran que las PBMCs efectivamente se
activaron. Nos preguntamos después si el estimulo tenia un efecto sobre el marcador
de superficie CDA4.

Las PBMCs activadas (A) al dia 6, muestran un 81.54% de células positivas para
CD4 mientras que las PBMCs no activadas (NA) al dia 6 muestran un 51.92% de
células que expresan CD4 (Figs. 20a y 21b). Respecto a su IFM, las PBMCs A al dia
6, muestran un 104.8 mientras que las PBMCs NA al dia 6 muestran un 42.72 (Figs.
20b y 21b).

En resumen los resultados muestran que el estimulo con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre PBMCs provoco un aumento tanto en
el porcentaje de células positivas como en el indice de fluorescencia media de los
marcadores CD4 (Figs. 20a, 20b y 21b), CD25 (Figs. 20c, 20d y 21d) y CD54 (Figs.
20e, 20f y 21e).
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Fig. 20: Efecto de la activacion de PBMCs con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas sobre la expresion de marcadores de superficie : Se determind la expresion de
marcadores de superficie CD4, CD25(IL-2Ra), y CD54(ICAM-1) en PBMCs No Activadas (NA) y
Activadas (A) a diferentes tiempos.

a-f: Las PBMCs fueron estimuladas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magnéticas en proporcién 2.5:1(perlas:celula) durante 3 dias. Se analiz6 la expresién de CD4, CD25
y CD54 inmediatamente después de retirar las perlas (dia 3), 3 dias posteriores al retiro (dia 6) y seis
dias posteriores al retiro de las perlas (dia 9). Las gréaficas muestran porcentaje de células positivas
(a,c,e ) e indice de fluorescencia media, IFM (b, d, f ). Datos obtenidos de dos experimentos. Cada
punto representa la media + la desviacion estandar. NA y A son independientes y simultaneos.
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Fig. 21: Efecto de la activacion de PBMCs con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas sobre la expresion de marcadores de superficie (histogramas sobrelapados).
Experimento representativo de dos. La curva representa la expresion del marcador en
PBMCs No activadas al dia 0. La curva verde, representa la expresion del marcador en PBMCs No
activadas (al dia 3 o al dia 6, segln sea el caso), la curva azul, representa la expresion en PBMCs
Activadas (al dia 3 o al dia 6, segln sea el caso) y en rojo el control de isotipo. En la parte superior
derecha de cada histograma se encuentran los porcentajes de células positivas y el Indice de
fluorescencia media para cada curva.

3.3 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de PBMCs

Para conocer si la viabilidad de las PBMCs se vio afectada por la activacion
mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas, se evaluo
la viabilidad de las PBMCs No activadas (NA) y activadas (A). El estimulo empleado
fue anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion
2.5:1(perlas:célula) durante 3 dias. EIl tiempo cero corresponde a la viabilidad de las
PBMCs recién separadas por gradiente de ficoll. La viabilidad de las PBMCs NAy A
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fueron ademas revisadas a diferentes tiempos, al dia 3, inmediatamente después de
retirar el estimulo, al dia 6, tres dias después de retirar el estimulo, y al dia 9, seis
dias después de retirar el estimulo. Se consideraron viables, las células negativas para
7AAD (ver materiales y métodos).

Los resultados muestran que las PBMCs tratadas con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas tuvieron una viabilidad del 79.4% al dia 3,
en contraste con el control NA que tuvo una viabilidad del 85.2% al dia 3 (Fig. 22).
El estimulo no disminuyé de manera importante la viabilidad como se requeria y por
tal motivo se decidié hacer el seguimiento a varios dias. Es importante notar, que la
viabilidad de las PBMCs NA decrece al transcurrir el tiempo, mientras que la

viabilidad de las PBMCs A se incrementa y se estabiliza al transcurrir el tiempo.
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Fig. 22. Efecto de la activacion sobre la viabilidad de PBMCs. Se evalu¢ la viabilidad de PBMCs
No activadas (NA) y activadas (A) a diferentes tiempos. El estimulo empleado fue anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 2.5:1(perlas:célula) durante 3 dias.
Se revisd la viabilidad al tiempo cero (inmediatamente después de la separacion de PBMCs por
gradiente de ficoll), al dia tres ( inmediatamente después de retirar las perlas), al dia seis ( 3 dias
posteriores al retiro de las perlas) y al dia 9 ( 6 dias posteriores al retiro de las perlas). Se
consideraron viables las células negativas para 7AAD. Datos obtenidos de dos experimentos. Cada
punto representa la media + la desviacién estdndar. NA y A son independientes y simultaneos.

3.4 Efecto de la activacion de PBMCs sobre la fusion con células Jurkat Env+

Las PBMCs No activadas (NA) y Activadas (A), fueron marcadas con Dil y
cocultivadas con células Jurkat Env+ fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la
formacion de sincicios, se colocaron PBMCs y células Jurkat Env+ en proporcion
1:1. Las placas fueron incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y evaluadas a
diferentes tiempos: al dia 3, inmediatamente después de retirar el estimulo, al dia 6,

tres dias posteriores al retiro del estimulo y al dia 9, seis dias posteriores al retiro del
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estimulo. El estimulo empleado fue anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas en proporcion 2.5:1 (perlas: célula) durante 3 dias. Como control
de especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos en los que se adicionaron el
péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL].

Se hace énfasis en el porcentaje de fusion obtenido al dia 3, ya que a este dia,
CD54 tuvo su maxima expresion Yy también a este dia se registro el maximo
porcentaje de fusion celular en el cocultivo con PBMCs activadas.

Los resultados muestran que los cocultivos formados por PBMCs A (activadas) y
células Jurkat Env+ (fusogénicas) fusionan mas (obteniéndose un 10.04%, al dia 3)
comparado con los cocultivos formados por PBMCs NA (No activadas) y celulas
Jurkat Env+ (fusogénicas) (obteniendose un 6.07%, al dia 3) (Fig. 23b y 23a). Es
importante resaltar que la fusion celular registrada es casi completamente inhibible
mediante la adicion del péptido sintético T-20 (Fig. 23a'y 23b), lo cual corrobora que

se trata de verdaderos sincicios que son producto de la fusion celular.
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Fig. 23. Efecto de la activacion de PBMCs sobre la fusion con células Jurkat Env+. Como control
de especificidad de la fusién celular, se incluyeron pozos en los que se adicionaron el péptido sintético
T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Las PBMCs No activadas (NA) y Activadas (A), fueron marcadas con
Dil y cocultivadas con células Jurkat Env+ fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la formacién
de sincicios, se colocaron células PBMCs y Env+ en proporcién 1:1. Las placas fueron incubadas a
37 °C con 5% CO, durante 5 horas y evaluadas a diferentes tiempos después del retiro del estimulo
(anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 2.5:1(perlas:
célula) durante 3 dias).

a) Cocultivo de células Jurkat Env+ fusogénicas con PBMCs NA, b) Cocultivo de células

Jurkat Env+fusogénicas con PBMCs A. Datos obtenidos de dos experimentos. Cada punto
representa la media + la desviacién estandar. NA y A son independientes y simultaneos.
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La Fig. 24, muestra el aspecto de los cocultivos de PBMCs no activadas o
activadas con células Jurkat Env+ fusogénicas. Los cocultivos formados por PBMCs
A, tienden al dia 3 a formar muchos sincicios pequefios, pero bien identificables a un
aumento 10x, sin embargo los cocultivos formados por PBMCs NA, tienden al dia 3 a
formar sincicios aparentemente muy pequefios y poco abundantes, muy dificiles de
ser identificados a un aumento de 10x (Fig. 24). Las imagenes concuerdan con los
datos obtenidos por citometria respecto a porcentaje (Fig. 23a y 23b) y tamafo (Fig.

25a) de los sincicios.

Cocultivo NA Cocultivo A

dia 3

Fig. 24: Aspecto de los cocultivos de PBMCs (NA) o Activadas (A), con células Jurkat (Env+)
fusogénicas al dia 3. Los sincicios son sefialados mediante una flecha. Aumento 10x.

3.5 Andlisis del tamafio y granularidad de sincicios formados por la fusion de PBMCs
con células Jurkat Env+.

Nos preguntamos si existia diferencia respecto a su tamafio y granularidad entre
los sincicios formados por PBMCs no activadas y activadas (anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas).

Se analizé el tamafio y la granularidad de los sincicios generados en cocultivos
de células Jurkat Env+ fusogénicas con PBMCs no activadas o activadas. Los
resultados muestran que los sincicios formados por PBMCs activadas son mas
grandes (Fig. 25a), y mas granulosos (mayor complejidad interna) (Fig. 25b) que
aquellos formados por PBMCs no activadas.
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Fig. 25. Tamafio y granularidad de los sincicios generados en cocultivos de células Jurkat Env+
fusogénicas con células PBMCs no activadas o activadas. Datos obtenidos de dos experimentos.
Cada punto representa la media + la desviacion estandar. NA y A son independientes y simultaneos.

73




CASO 4: ACTIVACION DE LINFOCITOS T CD4+ (PURIFICADOS DE
PBMCS) CON ANTICUERPOS ANTI-CD3 Y ANTI-CD28 ACOPLADOS A
PERLAS MAGNETICAS (CONGELADOS Y DESCONGELADOS).

4.1 Efecto sobre la expresion de marcadores de superficie.

Las PBMCs fueron obtenidas por centrifugacion en gradiente de ficoll y los
linfocitos T CD4+ fueron purificados por seleccion negativa. La pureza fue
determinada por la expresion de los marcadores CD4 y CD3 por inmunofluorescencia
directa. Los resultados muestran un 99.26% de células CD4+ (Figs. 26a tiempo 0 y
27a) con un indice de fluorescencia media de 80.83 (Figs. 26b tiempo 0 y 27a),
mientras que un 99.5% fueron CD3+ (Figs. 26¢ tiempo 0 y 27c¢), con un indice de
fluorescencia media de 166.6 (Figs. 26d tiempo 0 y 27c). La viabilidad registrada fue
>96% al dia 0 (Fig. 28, tiempo 0).

Los linfocitos T CD4+ purificados fueron congelados en nitrogeno liquido
durante 4 semanas, posteriormente los linfocitos T CD4+ fueron descongelados y
crecidos durante 16h con medio RPMI suplementado con 20% de SFB;. Después de
ese tiempo, fueron centrifugados y crecidos en medio RPMI suplementado con 10%
de SFB; y 40 Ul de IL-2/mL.

Los linfocitos T CDA4+, fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1 (perlas:célula) durante 3 dias.
Se analiz6 la expresion de CD4, CD25, CD54, CD184 y CD3 por
inmunofluorescencia directa, inmediatamente después de retirar el estimulo,
correspondiente al dia 3 y tres dias posteriores al retiro del estimulo, correspondiente
al dia 6.

Para demostrar que el estimulo funciond y las células fueron activadas revisamos
el aumento en la expresion de dos marcadores de superficie que son CD25 y CD54
(marcadores inducibles durante el proceso de activacion celular).

Se hace incapie en los resultados obtenidos al dia 3 para todos los marcadores de
superficie, ya que a este dia, CD25 y CD54 tuvieron una alta expresion en linfocitos
T CDA4+ activados.
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Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 94.93% de células
positivas para CD25 mientras que los linfocitos T CD4+ NA al dia 3 muestran un
3.69% de células que expresan CD25 (Figs.26e y 27e).Respecto a su IFM los
linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 60.39 mientras que los linfocitos T CD4+
NA al dia 3 muestran un 2 (Figs.26f y 27e).

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 98.57% de células
positivas para CD54 mientras que los linfocitos T CD4+ NA al dia 3 muestran un
45.05% de células que expresan CD54 (Figs.26g y 27g).Respecto a su IFM los
linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 44.89 mientras que los linfocitos T CD4+
NA al dia 3 muestran un 3.88 (Figs.26h y 279 ).

Los resultados anteriores nos muestran que los linfocitos T CD4+ efectivamente
se activaron. Nos preguntamos después si el estimulo tenia un efecto sobre los
marcadores de superficie CD4, CD3y CD184.

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 99.57% de células
positivas para CD4 mientras que los linfocitos T CD4+ NA al dia 3 muestran un
98.12% de células que expresan CD4 (Figs.26a y 27a).Respecto a su IFM los
linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 61.16 mientras que los linfocitos T CD4+
NA al dia 3 muestran un 23.99 (Figs. 26b y 27a).

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 97.68% de células
positivas para CD3 mientras que los linfocitos T CD4+ NA al dia 3 muestran un
98.82% de células que expresan CD3 (Figs.26¢c y 27c).Respecto a su IFM los
linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 42.97 mientras que los linfocitos T CD4+
NA al dia 3 muestran un 44.53 (Figs.26d y 27c).

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 18.95% de células
positivas para CD184 mientras que los linfocitos T CD4+ NA al dia 3 muestran un
20.16% de células que expresan CD184 (Figs.26i y 27i).Respecto a su IFM los
linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 2.7 mientras que los linfocitos T CD4+
NA al dia 3 muestran un 2.4 (Figs.26j y 27i).

En resumen los resultados muestran que el estimulo de anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre linfocitos T CD4+, provoco un

aumento tanto en el porcentaje de células positivas como en el indice de fluorescencia

75



media de los marcadores CD25 (Figs. 26e,26f, 27e y 27f) y CD54 (Figs. 269,26h,
279 y 27h), un aumento Unicamente en el indice de fluorescencia media de los
marcadores CD4 (Figs. 26b y 27b).
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Fig. 26: Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) con anticuerpos anti-
CD3y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre la expresion de marcadores de superficie.: Se
determind la expresion de marcadores de superficie CD4, CD25(IL-2Ra), CDI184(CXCR4),
CD54(ICAM-1) y CD3 en células No Activadas (NA) y Activadas (A) a diferentes tiempos.

a-j: Se purificaron linfocitos T CD4+ a partir de PBMCs por seleccién negativa, con una pureza
>99% y viabilidad >96% . Los linfocitos T CD4+purificados fueron congelados en nitrégeno liquido
durante 4 semanas y posteriormente fueron descongelados y crecidos durante 16 horas con medio
RPMI suplementado con 20% de SFB;. Después de ese tiempo, fueron centrifugados y crecidos en
medio RPMI suplementado con 10% de SFB; y 40 Ul de IL-2/mL. Los linfocitos T CD4+, fueron
estimulados con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1
durante 3 dias. Se revisaron los marcadores CD4, CD25, CD54, CD184 y CD3 inmediatamente
después de retirar el estimulo (dia 3) y tres dias posteriores ( dia 6). Las graficas muestran porcentaje
de células positivas (a, ¢, €, g, i) e indice de fluorescencia media, IFM (b, d ,f, h, j). nota: la pureza
fue medida al tiempo 0 inmediatamente después de la seleccion negativa. Datos obtenidos de un
experimento. Cada punto representa la media + error estindar. NA y A son independientes y
simultaneos.
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Fig. 27: Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre la expresion de marcadores de superficie
(histogramas sobrelapados). Los datos de la figura 26 se representaron ahora mediante histogramas.
La curva representa la expresion del marcador en linfocitos T CD4+ No activados al dia 0.
La curva , representa la expresion del marcador en linfocitos T CD4+ No activados (al dia 3 o
al dia 6, seguin sea el caso), la curva azul, representa la expresion en linfocitos T CD4+ Activados (al
dia 3 o al dia 6, segun sea el caso) y en rojo el control de isotipo. En la parte superior derecha de
cada histograma se encuentran los porcentajes de células positivas y el Indice de fluorescencia media
para cada curva.

4.2 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de linfocitos T CD4+

Para conocer si la viabilidad de los linfocitos T CD4+ se vio afectada por la
activacion mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magnéticas, se evalud la viabilidad de los linfocitos T CD4+ No activados (NA) y
activados (A).

Se purificaron linfocitos T CD4+ a partir de PBMCs por seleccion negativa, con
una pureza >99% vy viabilidad >96% (Fig. 28 tiempo 0). Los linfocitos T CD4+
purificados fueron congelados en nitrégeno liquido durante 4 semanas Yy
posteriormente fueron descongelados y crecidos durante 16 horas con medio RPMI
suplementado con 20% de SFB;. Después de ese tiempo, fueron centrifugados y
crecidos en medio RPMI suplementado con 10% de SFB; y 40 Ul de IL-2/mL. Los
linfocitos T CDA4+, fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1 (perlas:célula) durante 3 dias. La
viabilidad de los linfocitos T CD4+ NA y A fueron ademas revisados a dos tiempos,
al dia 3, inmediatamente después de retirar el estimulo y al dia 6, tres dias posteriores
al retiro del estimulo. Se consideraron viables, las células negativas para 7AAD (ver
materiales y métodos).

Los resultados muestran que los linfocitos T CD4+ tratados con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas, tuvieron una viabilidad del 79.43%
al dia 3, en contraste con el control que tuvo una viabilidad del 88.2% al dia 3 (Fig.
28). El estimulo no disminuyé de manera importante la viabilidad como se requeria y
por tal motivo se decidio hacer el seguimiento a varios dias. Es importante notar, que
la viabilidad de los linfocitos T CD4+ NA decrece al transcurrir el tiempo, mientras

que la viabilidad de los linfocitos T CD4+ A se incrementa al transcurrir el tiempo.
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Fig. 28. Efecto de la activacion sobre la viabilidad de linfocitos T CD4+. Se purificaron linfocitos T
CD4+ a partir PBMCs por seleccion negativa, obteniéndose una pureza >99% y viabilidad >96% .
Los linfocitos T CD4+ purificados fueron congelados en nitrégeno liquido durante 4 semanas y
posteriormente fueron descongelados y crecidos durante 16 horas con medio RPMI suplementado con
20% de SFB;. Después de ese tiempo, fueron centrifugados y crecidos en medio RPMI suplementado
con 10% de SFB; y 40 Ul de IL-2/mL. Los linfocitos T CD4+, fueron estimulados con anticuerpos anti-
CD3y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1 (perlas: célula) durante 3 dias. Se
evalu6 la viabilidad de linfocitos T CD4+ No activados (NA) y activados (A) a diferentes tiempos. Se
consideraron como viables a las células negativas para 7AAD. Nota. El tiempo 0, corresponde a la
viabilidad registrada después de la seleccion negativa. Datos obtenidos de un experimento. Cada
punto representa la media + error estdndar. NA y A son independientes y simultaneos.

4.3 Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) sobre la
fusion con células Jurkat Env+

Los linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs No activados (NA) y
Activados (A), fueron marcados con Dil y cocultivados con células Jurkat Env+
fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la formacién de sincicios, se colocaron
linfocitos T CD4+ y células Jurkat Env+ fusogénicas en proporcion 1:1. Las placas
fueron incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y evaluadas a dos diferentes
tiempos después del retiro del estimulo. El estimulo empleado fue anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1 (perlas: célula)
durante 3 dias. Como control de especificidad de la fusion celular, se incluyeron
pozos en los que se adiciond el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Por
el gran tamafio de los sincicios y experiencia previa se decidié no pasarlos por el
citometro de flujo.

Se tomaron fotografias por microscopia de luz de los diferentes cocultivos (por
duplicado) al dia 3 y al dia 6 (Fig. 29) y tambien con el microscopio invertido de

fluorescencia de los diferentes cocultivos Unicamente al dia 3 (10x) (Fig. 30).
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Para las fotografias tomadas por microscopia de luz, la cantidad de sincicios fue
contada por cada campo, en los ocho diferentes campos y se obtuvo el promedio y el
error estandar en cada caso para cada cocultivo. Los sincicios son sefialados mediante
una flecha (Fig. 29).

Se hace énfasis en la media de sincicios contados al dia 3 y 6. El dia 3 destaca
debido a la alta expresion de CD54.

Los resultados muestran que los cocultivos formados por linfocitos T CD4+
activados (A), tienden al dia 3 a formar muchos sincicios (media: 100), muy grandes
en tamafio y por tanto también con una alta complejidad interna (granularidad) (Figs.
29 y 30). Los sincicios se distinguen muy bien porque muestran una membrana bien
definida. Al dia 6, como puede observarse los sincicios son mas numerosos que al dia
3 (media: 215), pero mas pequefios (Fig. 29). Los cocultivos formados por linfocitos
T CD4+ no activados (NA), tienden a formar muchos sincicios al dia 3 (media: 110),
muy pequefios y con baja complejidad interna (granularidad) (Figs. 29 y 30), al dia 6
como se observa los sincicios son menos numerosos (media: 14) y mas pequefios
(Fig. 29). El uso del inhibidor T-20, fue capaz de inhibir casi totalmente la formacion
de sincicios tanto en cocultivos con células A y NA en ambos tiempos (Figs. 29 y
30), lo cual corrobora que se trata de verdaderos sincicios que son producto de la

fusion celular.

Cocultivo de linfocitos T CD4+ con células Jurkat Env+

A+ T-20

NA A NA+ T-20

dia3

Media 110 100 o
Error. Est. 46.5 26.7 No distinguibles

dia 6
Media 14 215 4 o
Error. Est. 6.14 44 1.2 No distinguibles
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Fig. 29. Aspecto de los cocultivos formados por Linfocitos T CD4+ no activados (NA) o Activados
(A) con células Jurkat (Env+) fusogénicas al dia 3 y 6 (microscopia de luz). Los linfocitos T CD4+
purificados a partir de PBMCs No activados (NA) y Activados (A), fueron marcados con Dil y
cocultivados con células Jurkat Env+ fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la formacion de
sincicios, se colocaron células CD4+ y Env fusogénicas en proporcion 1:1. Las placas fueron
incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 5 horas y evaluadas a diferentes tiempos después del retiro
del estimulo (anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1
(perlas: célula) durante 3 dias). Como control de especificidad de la fusion celular, se incluyeron
pozos en los que se adicion6 el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Los sincicios son
sefialados mediante una flecha. Por el gran tamafio de los sincicios y experiencia previa se decidié no
pasarlos por el citdmetro de flujo.

Fotografias tomadas por microscopia de luz (10x) de los diferentes cocultivos. La cantidad de
sincicios fue contada por cada campo, en ocho diferentes campos (por duplicado) y se obtuvo el
promedio y el error estandar en cada caso.

Cocultivo NA: Formado por Linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs y células Jurkat Env+
fusogénicas.

Cocultivo A: Formado por Linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs (activadas con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas) y células Jurkat Env+ fusogénicas.
Datos obtenidos de un experimento. Se representa la media = error estdndar. NA y A son
independientes y simultaneos.

a) Cocultivo NA

b) Cocultivo A

c) Cocultivo NA

+T20

d) Cocultivo A

+T-20

Fig.30. Aspecto de los cocultivos formados por Linfocitos T CD4+ no activados (NA) o Activados
(A), con células Jurkat (Env+) fusogénicas al dia 3 (microscopio invertido de fluorescencia 10x). a)
Cocultivo de células Jurkat Env con linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs NA, b)
Cocultivo de células Jurkat Env con linfocitos T CD4+ purificados apartir de PBMCs A, activadas
previamente con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1
durante 3 dias y cocultivo 5h. Como control de especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos
en los que se adiciond el inhibidor, el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida), c y d.
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CASO 5: ACTIVACION DE LINFOCITOS T CD4+ (PURIFICADOS DE
PBMCS) CON ANTICUERPOS ANTI-CD3 Y ANTI-CD28 ACOPLADOS A
PERLAS MAGNETICAS (FRESCOS)

Fig. 31. Linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs con 1 dia de activacion (anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas) (p).

Se observa una polarizacion de la célula adquiriendo una morfologia alargada. Se muestra el
uropodo (trasero) (u) y frentes de migracién (f). Aumento 40x.
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Fig. 32. Linfocitos T CD4+ (purlflcados a partir de PBMCs) activados con anticuerpos anti-
CD3y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas al dia 3. Notese que las células activadas son:
mas grandes, con mayor complejidad interna (méas granulosas) y adquieren proyecciones de

membrana. Aumento 40x. 84



5.1 Efecto sobre la expresion de marcadores de superficie

Las PBMCs fueron obtenidas por centrifugacion en gradiente de ficoll y los
linfocitos T CD4+ fueron purificados por seleccion negativa. La pureza fue
determinada por la expresion de los marcadores CD4 y CD3 por inmunofluorescencia
directa. Los resultados muestran un 98% de células CD4+ (Figs. 33a y 34a tiempo
0, naranja) con un indice de fluorescencia media de 88.56 (Figs. 33b y 34a tiempo
0, naranja), mientras que un 99.25% fueron CD3+ (Figs. 33c y 34c tiempo O,
naranja), con un indice de fluorescencia media de 175.73 (Figs. 33d y 34c tiempo O,
naranja). La viabilidad registrada fue >97% al dia O (Fig. 35, tiempo 0).

Se analiz6 la expresion de CD4, CD3, CD25, CD54 y CD184 al tiempo 0,
inmediatamente después de la seleccidn negativa (control, NA), ya que de esta forma
nos proporcionaria la expresion de estos marcadores en el mismo dia en que las
células fueron aisladas del donador por lo que esperdbamos encontrarlas en
condiciones optimas.

Posteriormente los linfocitos T CD4+, fueron estimulados con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1 (perlas:célula)
durante 3 dias. Las células activadas fueron crecidas en medio RPMI suplementado
con 10% SFB; y 40 Ul de IL-2/mL. Se analizd la expresion de CD4, CD3, CD25,
CD54 y CD184 por inmunofluorescencia directa, inmediatamente después de retirar
el estimulo, correspondiente al dia 3 y tres dias posteriores al retiro del estimulo,
correspondiente al dia 6 (Activadas, A).

La expresion de los marcadores de superficie en las células activadas al dia 3 o
6, fueron comparados con la expresion en las células no activadas al tiempo 0.

Para demostrar que el estimulo funciond y las células fueron activadas revisamos
el aumento en la expresion de dos marcadores de superficie que son CD25 y CD54
(marcadores inducibles durante el proceso de activacion celular).

Se hace incapie en los resultados obtenidos al dia 3 porque a este dia, los
marcadores de superficie CD25 y CD54 tuvieron una alta expresion en linfocitos T
CD4+ activados, sin embargo la expresion de CD4 se incrementd hasta el dia 6.

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 97.09% de células

positivas para CD25 mientras que los linfocitos T CD4+ no activados (NA) al dia 0
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muestran un 34.68% de células que expresan CD25 (Figs. 33e y 34e).Respecto a su
IFM los linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 137.9 mientras que los linfocitos
T CD4+ NA al dia 0 muestran un 6.19 (Figs. 33f y 34e).

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 97.64% de células
positivas para CD54 mientras que los linfocitos T CD4+ no activados (NA) al dia 0
muestran un 65.86% de células que expresan CD54 (Figs. 33g y 34g).Respecto a su
IFM los linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 130.28 mientras que los linfocitos
T CD4+ NA al dia 0 muestran un 5.51 (Figs. 33h y 349).

Los resultados anteriores nos muestran que los linfocitos T CD4+ efectivamente
se activaron. Nos preguntamos después si el estimulo tenia un efecto sobre los
marcadores de superficie CD4, CD3 y CD184.

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 6, muestran un 99.54% de células
positivas para CD4 mientras que los linfocitos T CD4+ no activados (NA) al dia 0
muestran un 98% de células que expresan CD4 (Figs. 33a y 34b) .Respecto a su IFM
los linfocitos T CD4+ A al dia 6, muestran un 120.49 mientras que los linfocitos T
CD4+ NA al dia 0 muestran un 88.56 (Figs. 33b y 34b).

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 94.17% de células
positivas para CD3 mientras que los linfocitos T CD4+ no activados (NA) al dia 0
muestran un 99.25% de células que expresan CD3 (Figs. 33c y 34c).Respecto a su
IFM los linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 65.7 mientras que los linfocitos T
CD4+ NA al dia 0 muestran un 175.73 (Figs. 33d y 34c).

Los linfocitos T CD4+ activados (A) al dia 3, muestran un 75.68% de células
positivas para CD184 mientras que los linfocitos T CD4+ no activados (NA) al dia 0
muestran un 67.97% de células que expresan CD184 (Figs.33i y 34i).Respecto a su
IFM los linfocitos T CD4+ A al dia 3, muestran un 18.23 mientras que los linfocitos
T CD4+ NA al dia 0 muestran un 6.06 (Figs.33j y 34i).

En resumen los resultados muestran que el estimulo de anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en linfocitos T CD4+ purificados y frescos
provoco un aumento tanto en el porcentaje de células positivas como en el indice de
fluorescencia media de los marcadores CD25 (Figs. 33e, 33f, 34e y 34f) y CD54
(Figs. 33g, 33h, 34g y 34h) a los dias 3 y 6, un aumento Unicamente en el indice de
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fluorescencia media del marcador CD4 a los dias 3y 6 (Fig. 33b, 34a y 34b), una
disminucion en el indice de fluorescencia media de CD3 al dia 3 (Figs 33d y 34c) vy
una recuperacion parcial en el indice de fluorescencia media de CD3 al dia 6 (Fig.
33d y 34d) ademas de un aumento en el indice de fluorescencia media de CD184 al
dia 3 (Fig. 33j y 34i)
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Fig. 33: Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) con anticuerpos anti-
CD3y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre la expresion de marcadores de superficie: Se
analizo la expresion de CD4, CD25(IL-2Ra), CD184(CXCR4), CD54(ICAM-1) y CD3 en células No
Activadas (NA) al dia 0 y Activadas (A) inmediatamente después de retirar el estimulo (dia 3) y tres
dias posteriores (dia 6).

a-j: Fueron purificados linfocitos T CD4+ a partir de PBMCs por seleccién negativa, con una pureza
> 98% y viabilidad del >97%. Los linfocitos T CD4+, fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcidn 3:1 (perlas:célula) durante 3 dias. Las
células activadas fueron crecidas en medio RPMI suplementado con 10% de SFB; y 40 Ul de IL-2/mL.
Se analizd la expresion de CD4, CD25, CD54, CD184 y CD3 inmediatamente después de ser
obtenidas por seleccion negativa (No activadas, dia 0) e inmediatamente después de retirar las perlas
(dia 3) y tres dias posteriores (dia 6). Las graficas muestran porcentaje de células positivas (a,c,e,qg, i)
e indice de fluorescencia media, IFM (b,d,f,h,j). Datos obtenidos de dos experimentos. La barra
representa la media + desviacion estandar.
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Fig. 34: Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (purificados de PBMCs) con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre la expresion de marcadores de superficie
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(histogramas sobrelapados). Experimento representativo de dos. La curva representa la
expresion del marcador en linfocitos T CD4+ No activados al dia 0, la curva azul, representa la
expresion del marcador en linfocitos T CD4+ Activados (al dia 3 o al dia 6, segln sea el caso) y en
rojo el control de isotipo. En la parte superior derecha de cada histograma se encuentran los
porcentajes de células positivas y el Indice de fluorescencia media para cada curva. Los colores de
estas leyendas, corresponden al color y significado del histograma.

5.2 Efecto de la activacion sobre la viabilidad de linfocitos T CD4+ frescos

Para conocer si la viabilidad de los linfocitos T CD4+ se vio afectada por la
activacion mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magnéticas, se evaluo la viabilidad de los linfocitos T CD4+ No activados (NA) y
activados (A).

Se purificaron linfocitos T CD4+ a partir de PBMCs por seleccion negativa, con
una pureza >98% y viabilidad >97% (Fig. 35 tiempo 0). Los linfocitos T CD4+,
fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magnéticas en proporcion 3:1 (perlas:célula) durante 3 dias. La viabilidad de los
linfocitos T CD4+ A fue revisada a dos tiempos, al dia 3, inmediatamente después de
retirar el estimulo y al dia 6, tres dias posteriores al retiro del estimulo.Se
consideraron viables, las células negativas para 7AAD (ver materiales y métodos).

Los resultados muestran que los linfocitos T CD4+ tratados con anticuerpos anti-
CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas, tuvieron una viabilidad del 86.72%
al dia 3, en contraste con el control NA que tuvo una viabilidad del 97.57% al dia 0
(Fig. 35). El estimulo no disminuyd de manera importante la viabilidad como se
requeria y por tal motivo se decidio hacer el seguimiento a varios dias. Es importante
notar, que la viabilidad de los linfocitos T CD4+ A permanece alta hasta el dia 6,

registrandose un 88.47%.

Viabilidad de linfocitos T CD4+

+*

—

viables (-7AAD)
23888

50
40
30
20
10

—_A

% de células

dias

Fig. 35. Efecto de la activacién sobre la viabilidad de linfocitos T CD4+ (frescos). Fueron
purificados linfocitos T CD4+ a partir de PBMCs por seleccion negativa, con una pureza >98% y
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viabilidad del >97% . Los linfocitos T CD4+, fueron estimulados con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion 3:1 durante 3 dias. Se evalu6 la viabilidad de
Linfocitos T CD4+ No activados (NA),al dia O (inmediatamente después de la seleccién negativa) y
activados (A) después de retirar el estimulo (dia 3 y 6). Se consideran como viables las células
negativas para 7AAD. Datos obtenidos de dos experimentos. Cada punto representa la media +
desviacion estandar.

5.3 Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (frescos) sobre la fusion con células
Jurkat Env+

Los linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs No activados (NA) y
Activados (A), fueron marcados con Dil y cocultivados con células Jurkat Env+
fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la formacion de sincicios, se colocaron
células CD4+ y Env+ fusogénicas en proporcion 1:1. Las placas fueron incubadas a
37 °C con 5% CO, durante 3 horas, capturadas y fotografiadas al dia 1,
correspondiente al cocultivo NA y al dia 3 y 6, correspondiente a cocultivos A. El
estimulo empleado fue anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magnéticas en proporcion 3:1 (perlas: célula) durante 3 dias. Como control de
especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos en los que se adicioné el
péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL].

Los cocultivos fueron capturados por citometria de flujo y ademéas se tomaron
fotografias con el microscopio invertido de fluorescencia (10x) a los dias 1, 3y 6
(Figs. 36 y 37). El dia 3 destaca debido a la alta expresion de los marcadores de
superficie CD25 y CD54.

Al dia 1, los cocultivos NA fueron capturados en el citdmetro FACS calibur,
mientras que para los dias 3 y 6, los cocultivos A fueron capturados en el citbmetro
Attune (que posee una apertura del capilar de mayor tamafio). En graficas de puntos,
se cred una region R3 (region amplia de células dobles fluorescentes) y una region
region R6 (regiébn de dobles fluorescentes con una fluorescencia roja no
incrementada, correspondiente a agregados). El porcentaje de células dobles
fluorescentes registrada en la region amplia R3, se le resto el porcentaje de agregados
en la region R6, de esta forma fue obtenido el porcentaje de sincicios (region de
dobles fluorescentes con una fluorescencia roja alta).

Los resultados muestran que en los cocultivos formados por linfocitos T CD4+

A al dia 3, se formaron un 4.72% de sincicios (Fig. 36) y tienden a formar sincicios
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muy grandes, y con gran complejidad interna (Fig. 37). Al dia 6 se formaron un
5.54% de sincicios (Fig. 36), siendo estos mas pequefios y con menor complejidad
interna que al dia 3 (Fig. 37). Al dia 1 correspondiente a cocultivos con linfocitos T
CD4+ NA, se formaron un 0.56% de sincicios (Fig. 36), siendo estos sincicios muy
pequefios (Fig. 37).

En los cocultivos formados por linfocitos T CD4+ A + T-20, al dia 3, se
formaron un 1.51% de sincicios (Fig. 36) en cambio al dia 6 se formaron un 1.61%
de sincicios (Fig. 36), en contraste con el dia 1 correspondiente a cocultivos
formados por linfocitos T CD4+ NA+ T-20, se formaron un 0.03% de sincicios (Fig.
36). El péptido sintético T-20, fue capaz de inhibir la formacidn de sincicios tanto en
cocultivos formados por linfocitos T CD4+ no activados y activados (Figs. 36 y 37)
lo cual corrobora que se trata de verdaderos sincicios que son producto de la fusion

celular.
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Fig.36 Efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ (frescos) sobre la fusion con células Jurkat
Env+. Como control de especificidad de la fusion celular, se incluyeron pozos en los que se adiciond
el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Los linfocitos T CD4+ purificados a partir de
PBMCs No activados (NA) y Activados (A), fueron marcados con Dil y cocultivados con células
Jurkat Env+ fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la formacién de sincicios, se colocaron
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células CD4+ y Env+ fusogénicas en proporcién 1:1. Las placas fueron incubadas a 37 °C con 5%
CO2 durante 3 horas y evaluadas a diferentes tiempos después del retiro del estimulo (anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcién 3:1 (perlas: célula) durante 3
dias). Los sincicios fueron identificados como células con fluorescencia mixta y con una fluorescencia
aumentada en FL2 o BL2-A (fluorescencia roja). Los cocultivos formados por linfocitos T CD4+ NA
fueron capturados en el citometro FACS Calibur (dia 1) y los cocultivos formados por linfocitos T
CD4+ A fueron capturados en el citometro Attune (dia 3 y dia 6 respectivamente). El porcentaje de
sincicios fue calculado mediante el porcentaje de células dobles fluorescentes en R3 y restandole el
porcentaje de células dobles fluorescentes en R6 (agregados). Datos obtenidos de un experimento.
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a)  Cocultivo No Activado
dia 1

b)  Cocultivo No Activado
dia 1
+T-20

C) Cocultivo Activado
dia 3

d) Cocultivo Activado
dia 3
+ T-20

e)  Cocultivo Activado
dia 6

f)  Cocultivo Activado
dia 6
+ T-20

Fig. 37. Aspecto de los cocultivos formados por Linfocitos T CD4+ no activados (NA) o Activados
(A) y células Jurkat (Env+) fusogénicas a los dias 1, 3y 6 (microscopio invertido de fluorescencia).
Los linfocitos T CD4+ purificados a partir PBMCs No activados (NA) y Activados (A), fueron
marcados con Dil y cocultivados con células Env+ fusogénicas marcadas con DiO. Para inducir la
formacion de sincicios, se colocaron células CD4+ y Env+ fusogénicas en proporcion 1:1. Las placas
fueron incubadas a 37 °C con 5% CO, durante 3 horas y evaluadas a diferentes tiempos después del
retiro del estimulo (anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en proporcion
3:1 (perlas: célula) durante 3 dias). Como control de especificidad de la fusion celular, se incluyeron
pozos en los que se adiciond el péptido sintético T-20 (Enfuvirtida) [48 ng/mL]. Los sincicios son
sefialados mediante una flecha. Fotografias tomadas con el microscopio invertido de fluorescencia
(10x).
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a) Cocultivo formado por células Jurkat Env+ fusogénica s y Linfocitos T CD4+ purificados NA (dia
1, 12 horas posteriores a la seleccién negativa)

b) Cocultivo formado por células Jurkat Env+ fusogénicas y Linfocitos T CD4+ purificados NA + T-
20 (dia 1, 12 horas posteriores a la seleccion negativa)

c) Cocultivo formado por células Jurkat Env+ fusogénicas y Linfocitos T CD4+ purificados A,
activadas previamente con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en
proporcion 3:1 durante 3 dias

d) Cocultivo formado por células Jurkat Env+ fusogénicas y Linfocitos T CD4+ purificados A,
activadas previamente con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas en
proporcion 3:1 durante 3 dias, + T-20

e) Cocultivo formado por células Jurkat Env+ fusogénicas y Linfocitos T CD4+ purificados A,
seguimiento al dia 6

f) Cocultivo formado por células Jurkat Env+ fusogénicas y Linfocitos T CD4+ purificados A, + T-20,
seguimiento al dia 6

5.4 Anélisis del tamafio de los sincicios formados por la fusion de linfocitos T CD4+
(frescos) con células Jurkat Env+.

Se tomaron fotografias por microscopia de luz de las ceélulas individuales
(monocultivo) y de los diferentes cocultivos a los dias 1, 3 y 6 en 6 campos
diferentes.

Las iméagenes fueron analizadas con el programa QCapture Pro 6.0. Previamente
se calibré el programa con perlas magnéticas de 4.5um de diametro, se eligio el
objetivo con el que fueron tomadas las fotos (10x ¢ 20x) y se procedi6 a realizar
mediciones de didmetro. Los resultados muestran que lo sincicios formados por
linfocitos T CD4+ no activados al dia 1 (Sincicios NA 1d), tuvieron un didmetro
promedio de 22.31um. Los sincicios formados por linfocitos T CD4+ activados al dia
3 (Sincicios A 3d) tuvieron un didmetro promedio de 75.64um, mientras que en los
sincicios formados por linfocitos T CD4+ activados al dia 6 (Sincicios A 6d),

tuvieron un didmetro promedio de 40.63um.
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Determinacion de tamafio por microscopia
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CD4 A 2d
CD4 A 3d
CDd & dd
CDd & 5d
CDd A 6d
Sincicios MNA1d
Sincicios & 3d
Sincicios A Gd

Fig. 38. Determinacion del tamafio de los sincicios. Las imagenes fueron analizadas con el programa
QCapture Pro 6.0. Se tom6 como referencia para calibrar el programa a unas perlas de 4.5 um de
diametro. Se consideraron como sincicios aquellas células que poseian un volumen superior a la suma
de volumenes dado entre un linfocito T CD4+ y una célula Jurkat Env+. Sincicios NA 1d (n=60),
Sincicios A 3d (n=51) y Sincicios A 6d (n=102). Datos obtenidos de un experimento. La barra
representa la mediat error estandar.
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DISCUSION:

Las células infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
expresan en su membrana las proteinas de la envoltura viral (complejo gp120/gp4l o
Env), adquiriendo la capacidad para fusionarse con células sanas que portan el
receptor CD4 y un receptor para quimiocinas, formando sincicios. Durante la
infeccion por el VIH, se ha encontrado que existe una alta correlacion entre la
deteccidn en sangre periférica de variantes virales con alta capacidad para inducir la
formacion de sincicios en cultivos de linfocitos T CD4+ y la progresion a SIDA.
Anaélisis histologicos han revelado la presencia de sincicios infectados en cerebro y
ganglios linfaticos de individuos con infeccion por el VIH. Estas observaciones
sugieren que la fusion entre células infectadas y no infectadas podria contribuir al
dafio del sistema inmune durante la infeccion por este virus.

En nuestro laboratorio hemos analizado la formacion de sincicios y
heterocariones (producidos por la fusion linfocito-linfocito y linfocito-monocito,
respectivamente) en cocultivos de lineas celulares linfociticas transfectadas con el
gene env del VIH, con lineas celulares CD4+. Utilizando citometria de flujo,
mostramos que los productos de la fusién celular inducida por las proteinas de fusion
del VIH, son altamente heterogéneos, con diferencias en tamafio, composicion
celular, viabilidad y fenotipo. Estos estudios sefialan que las células fusionadas
pueden constituir una fuente de variabilidad funcional, cuyos efectos pueden incidir
en el sistema inmune y en la replicacion viral.

Por otra parte, la activacién inmunoldgica tiene un papel preponderante en la
patogénesis del SIDA. El ciclo de replicacion del VIH (Lawn S., et al 2001), la
reduccion de las células T CD4+ (infectadas y no infectadas) (Leng Q., et al 2001;
Sousa A., et al 2002) y la progresion de la enfermedad se correlacionan con la
activacion inmunologica (Ascher M., et al 1990; Douek D., et al 2003; Grossman Z.,
et al 2002). La presentacion de antigenos resulta en la activacion y expansién clonal
de células T CD4+ de memoria CD45RO+, que constituye un pool de células blanco
susceptibles a la propagacion del VIH y es aqui donde el virus se replica
preferencialmente (Lawn S., et al 2001).
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Se conoce que la activacion de los linfocitos T CD4+ favorece la replicacion
viral y que el uso de mitdgenos promueve la obtencion de altos titulos virales in vitro,
ya que la activacion favorece la integracion y la transcripcion viral. Sin embargo el
papel de la activacion en la entrada del virus a las células no es claro, ya que la
literatura reporta que distintos métodos de estimulacion in vitro pueden tener distintos
efectos sobre la fusion de membranas inducida por las proteinas de la envoltura viral
(Gowda S., et al 1989; Mohagheghpour N., et al 1991; Barbeau B., et al 1998;
Zaitseva M., et al 2005; Chowdhury I., et al 1990; Golding H., et al 1994). En la
mayoria de los trabajos revisados (ver ANTECEDENTES), se determind que hubo un
aumento en la expresion de los marcadores CD25 (cadena o del receptor para la IL-2)
y CD54 (ICAM-1) debido al proceso de activacién. En solo dos reportes se menciona
un aumento en la expresion de CD4 debido a la activacion, la cual en estos casos fue
inducida por la presentacién de antigenos especificos (Ridgway W., et al 1998;
Novak E., et al 2001).

En este trabajo investigamos si la activacién leucocitaria modifica la capacidad
de los linfocitos T CD4+ para fusionarse con células Jurkat que expresan las
glicoproteinas del gen env del VIH (células Env+). Para este propoésito, estimulamos
linfocitos T CD4+ ya sea con PMA-ionomicina o con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas. Mediante citometria de flujo se analizaron los
cambios en la expresion de los receptores CD3, CD4, CD25 (IL-2Ra), CD54 (ICAM-
1) y CD184 (CXCR4) después de la activacion. Los dos tipos de estimulo produjeron
diferentes efectos en las células T CD4+. El estimulo de PMA-ionomicina disminuyd
la expresion del receptor CD4 y una consecuente inhibicion de la fusion celular; en
cambio el estimulo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 provoc6 un aumento en la
expresion de CD4 y CD54 (ICAM-1) ademas de aumentar el porcentaje de fusion
celular en 65.4% (en PBMCs). Este aumento en la fusion se observé usando tanto
PBMCs como linfocitos T CD4+ purificados, mostrando que el aumento de la fusion
se debi6 a cambios en las propiedades fusogénicas de las células y no a un aumento
de su numero debido a la proliferacion. Los resultados indican que diferentes tipos de

estimulo in vitro causan distintos efectos sobre la fusién celular.

100



Dado que la estimulacién con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a
perlas magnéticas sobre células T CD4+ primarias es similar a la estimulacion por
células presentadoras de antigeno, proponemos que la activacion linfocitaria durante
la respuesta inmune adaptativa puede inducir un alto nivel de formacion de sincicios

debido al incremento de la expresion de CD4 y de moléculas de adhesion.

El estimulo con PMA-ionomicina.

En el presente trabajo se muestra que el estimulo de PMA-ionomicina sobre
células Jurkat CD4+ (caso 1), promueve una disminucién de CD4 (tanto en
porcentaje como en IFM) y un aumento en los marcadores CD25 y CD54 (tanto en
porcentaje como en IFM). Respecto a la viabilidad, las células Jurkat CD4+ activadas
mantienen una alta viabilidad, llegando a 80% al dia 2. De manera congruente,
obtuvimos una disminucién del 95.5% en el porcentaje de fusion celular en aquellos
cocultivos formados por células Jurkat CD4+ activadas al dia 2. Estos sincicios
formados por células Jurkat CD4+ activadas, fueron mas pequefios y menos
granulosos que los sincicios producidos en cultivos con células Jurkat CD4+ no
activadas.

Utilizando PMA-lonomicina para activar PBMCs (caso 2), se obtuvo una
tendencia similar a la observada en las células Jurkat en cuanto a la expresion de
receptores de membrana y al efecto sobre la fusion: una disminucién importante en la
expresion de CD4 y CD184 (tanto en porcentaje como en IFM) y un aumento en el
marcador de activacion CD25 (en porcentaje). El incremento de CD25 en las PBMCs
fue menor que en las células Jurkat CD4+ (en porcentaje). También se hace notar que
las células humanas ya contenian un nivel basal de CD25 (25.43%). La viabilidad de
PBMCs activadas, fue muy baja, llegando a 55.03% a las 6 horas de estimulo. Los
cocultivos formados por PBMCs activadas, registraron un menor porcentaje de fusion
celular (56.84% menos que el cocultivo formado por PBMCs no activadas) a las 6
horas y tienen menor complejidad interna. Por lo tanto, la combinacién de PMA-
ionomicina tuvo un efecto similar en células Jurkat y en PBMCs con respecto a la

expresion de CD4 y CD25 y también en la reduccion de la fusion celular.
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Baran J., et al reportaron que la estimulacion de PBMCs con PMA (5 ng/mL)-
lonomicina(l mM) provoco alteraciones importantes en la morfologia celular,
regulacion negativa de CD4 y CD14, e indujo un perfil de citocinas Thl (Baran J., et
al 2001). Esto es congruente con la disminucion en la expresion de CD4 encontrado
en nuestros experimentos (casos 1y 2).

El estimulo con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas
magneticas

Comparamos el efecto de la activacion de linfocitos T CD4+ con PMA-
ionomicina, con el efecto de la activacion utilizando anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas. La estimulacion con los anticuerpos se aplico a
PBMCs vy linfocitos T CD4+ purificados a partir de PBMCs. El efecto mas notable
fue el contraste entre la expresién de CD4 obtenida con los dos tipos de estimulos, ya
que el estimulo de PMA-ionomicina disminuyo la expresion de CD4, en cambio el
estimulo de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas
incremento la expresion de CD4, con respecto al nivel de las células no activadas.

En PBMCs (caso 3), el estimulo de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados
a perlas magnéticas produjo una mejor estimulacion que la observada con PMA-
ionomicina, manifestada en una mayor expresion de CD4, CD25 y CD54 (tanto en
porcentaje como en IFM). Ademas, la estimulacion con los anticuerpos no
disminuyé de manera importante la viabilidad celular, como en el caso de la
estimulacién con PMA-ionomicina. En congruencia con el aumento en la expresion
de CD4 y de ICAM-1, observamos en el cocultivo formado por células activadas un
aumento en la fusién celular con respecto al cocultivo formado por células no
activadas (un aumento del 65.4%) al dia 3. Noétese que al existir muchos tipos
celulares en las PBMCs, los sincicios son pequefios probablemente debido a la
interferencia de células que no se fusionan. Los sincicios mas grandes se presentan al
dia 3 de la activacion. En general, los sincicios formados por PBMCs activadas
fueron mas grandes y tuvieron mayor granularidad que los sincicios formados por
PBMCs no activadas.
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El aumento en la fusién celular observado usando PBMCs activadas podria
deberse a cambios en las propiedades fusogénicas de las células activadas o a un
aumento de su numero debido a la proliferacion. Por otra parte nos preguntamos si la
activacion con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas
indujo directamente el aumento en la expresion de CD4 en los linfocitos T ¢ bien si
este aumento pudo ser debido a la influencia de células diferentes (por ejemplo,
mediante la produccion de citocinas).

Para contestar las preguntas anteriores decidimos activar linfocitos T CD4+
frescos purificados por seleccion negativa a partir de PBMCs (caso 5). Para estos
experimentos se determind la expresion de receptores de superficie en las células
inmediatamente después de su purificacion para tomarlo como control. Con este
criterio, se eliminaron errores de interpretacion derivados de la comparacién con
células que disminuyen la expresion de receptores de superficie y su viabilidad con el
tiempo de cultivo.

En los linfocitos T CD4+ purificados, la estimulacion con anticuerpos anti-CD3
y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas aumentd la expresion de CD4, CD184,
CD25 y CD54 ademas de una disminucion en CD3. La viabilidad de los linfocitos T
CD4+ fue alta, llegando a 86.72% al dia 3. Congruente con los datos anteriores,
observamos en el cocultivo formado por células activadas un aumento en la fusién
celular con respecto al cocultivo formado por células no activadas. Asi mismo, los
linfocitos activados generaron sincicios mas grandes que los linfocitos no activados.
Por lo tanto, el caso 5 muestra que el aumento en la fusion celular registrado en los
cocultivos con celulas activadas se debe a cambios en la propiedades fusogénicas de
estas y que el estimulo de anticuerpos indujé directamente el aumento en la expresion
de CDA4.

Se realizd un experimento con linfocitos T purificados, que fueron congelados a -
120°C y posteriormente descongelados y activados con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 acoplados a perlas magnéticas (caso 4). Fue evidente que la congelacién y
descongelacion disminuyo la expresion basal de los marcadores CD4, CD3, CD25 y
CD184 en células T CD4+ no activadas. La activacion si incrementd la expresion de
CD4, CD25, CD54 y CD184, sin embargo, los niveles de expresion de receptores de
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membrana fueron menores que cuando se activan células T CD4+ frescas. Por lo
tanto, no se recomienda el uso de células descongeladas puesto que este proceso
reduce la expresion de marcadores importantes. Esta recomendacion también es
mencionada por Kreher C., et al 2003 y Costantini A., et al 2003, quienes
recomiendan el uso de células descongeladas solamente para inducir la produccion de
citocinas. Por otra parte, los linfocitos T CD4+ descongelados y cultivados con una
concentracion suboptima de IL-2 (igual que las células activadas) paulatinamente
disminuyen su viabilidad y por lo tanto no son un control adecuado para comparar los

datos obtenidos con células activadas en experimentos en paralelo.

Trabajos previos sobre el efecto de la activacion sobre la expresion de

marcadores de superficie

CD25, CD54y CD184

Mattioli 1., et al estimularon células T humanas de la sangre periférica con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 solubles (no acoplados a perlas) durante 4 h., y
realiz6 un analisis por microarreglos para conocer la expresion de genes inducidos
por el estimulo. Utilizd un arreglo que contenia 110 genes humanos que codifican
para proteinas que participan en el proceso de inflamacion. El estudio solo considerd
relevantes los genes cuya expresion mostré cambios mayores a 1.4 veces. Los genes
para IFNy, IL-2, IP-10, CD137, IL-2Ra (CD25), IAP, IL-1B, GM-CSF, MIP-1p,
TNFa, IL-lo, IL-6, IKB-0, CD54 (ICAM-1), MSD, JunB, MIP-1a, SCS-1,
Pentraxina, INAP, IL-1RIl y MTI-MMP aumentaron su expresion. En cambio
CXCR4, IL-16 y RANTES disminuyeron su expresion. El presente trabajo
concuerda con el de Mattioli I., et al ya que el estimulo de anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas sobre PBMCs y linfocitos T CD4+
purificados aumento la expresion de CD25 y CD54 (casos 3, 4 y 5). Sin embargo
nuestros resultados discrepan a los de Mattioli I., et al, ya que obtuvimos un aumento

en la expresion de CXCR4 (IFM) asociada a la activacion (Caso 5).
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CD3

En este trabajo, se observa que la activacion de linfocitos T CD4+ con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas indujo una
disminucion en la expresion de la cadena épsilon (¢) de CD3, ya que los anticuerpos
anti-CD3 utilizados tanto en las perlas de activacion como en la inmunofluorescencia
son especificos para la cadena € (caso 5). Esta observacion concuerda con Diehn M.,
et al que mostraron que muchos de los genes cuyos productos estan implicados en la
transduccion de las sefiales del TCR fueron reprimidos por la activacion de las células
T. Estos genes incluyen la fosfolipasa C, LAT, LCK, TRIM, y {CD3, asi como los
genes que codifican las subunidades del TCR. Este descubrimiento es consistente con
informes publicados que demuestran la internalizacion rapida y la degradacion del
TCR en la estimulacion (Mirami Y., et al 1987; Diehn M., et al 2002). Por otra parte,
esta regulacion negativa de los componentes del TCR podria reflejar una transicion
de las células T en reposo, cuya maquinaria de comunicacion en la superficie celular
se dedica a la exploracion de antigeno hacia células T estimuladas, cuyas proteinas de
superficie se dedican principalmente a funciones efectoras y a la comunicacion con

otras celulas a través de citocinas (Diehn M., et al 2002).

CD4

Nuestro trabajo muestra que el estimulo de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
acoplados a perlas magnéticas sobre PBMCs y linfocitos T CD4+ purificados indujo
un incremento en la expresion de CD4 (casos 3, 4 y 5). Una revision de la literatura
muestra que el aumento en la expresion de CD4 debido a la activacion ha sido ya
descrito, aunque los reportes son escasos. Utilizando un modelo de ratones DBA/2
que poseen células T respondedoras a SWM (mioglobina de esperma de ballena),
Ridgway W., et al demostraron que las células T especificas de antigeno
incrementaron la expresion superficial de CD4 72h y 96h después del
reconocimiento del antigeno. La poblacion “CD4 high” expresé marcadores de
memoria/activacion que es compatible con celulas activadas recientemente (CD45RB
low, CD62L low, CD69 high y CD44 high) a las 72 y 96h (Ridgway W., et al 1998).

Posteriormente, Novak E., et al identificaron células T antigeno especificas “CD4
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high” en PBMCs humanas, 4 dias después de la estimulacion con el antigeno
especifico (toxoide tetdnico) o hemaglutinina. Las células “CD4 high” estaban en
proliferacion y tuvieron tamafio incrementado (Novak E., et al 2001). Los trabajos de
Ridgway y Novak son de los pocos trabajos que demuestran un aumento en la
expresion superficial de CD4 después del reconocimiento antigénico.

Ridgway W., et al propusieron que el aumento en la expresion de CD4 en
respuesta a un antigeno peptidico podria ser una respuesta universal de las células T a
la confrontacion inicial con un antigeno nominal in vivo. El trabajo de Ridgway et al
representa el primer reporte que demuestra un incremento en la expresion de CD4 en
las células T, en respuesta a su antigeno (Ridgway W., et al 1998).

El papel de CD4 en la sefializacion por el TCR fue propuesto por Germain y
colaboradores, utilizando el modelo de densidad de sefializacion agonista parcial.
Germain sugirié que la baja o alta densidad de CD4 podria afectar el tiempo de
disociacién del TCR con el complejo péptido/MHC. En este modelo, la alta expresion
de CD4 en la superficie aumentaria la avidez de la célula T con la APC (Konig R.,
et al 1996). Niveles de CD4 incrementados, durante la activacion, podrian servir para
mantener la sensibilidad de células T a la estimulacion antigénica especifica continua
garantizando una fuerte respuesta proliferativa (Novak E., et al 2001).

Muchos de los estudios anteriores de activacion de células T utilizaron células
Jurkat y fueron estimuladas con reactivos menos especificos, incluyendo lectinas,
ionomicina, PMA-ionomicina y anticuerpos; en algunos de estos experimentos, CD4
disminuyd su expresion después de la activacion. El resultado diferente en la
expresion de CD4 tras la estimulacién con un antigeno especifico, con respecto a un
agente activador policlonal refleja una diferencia fisioldgica en el mecanismo de
activacion (Ridgway W., et al 1998). Varios estudios mostraron que algunos
miembros de la familia de las proteinas cinasas C (PKCs) se activan con esteres de
forbol y con iono6foros de calcio como la ionomicina produciendo la sefializacion y la
activacion de células T. Posteriormente se hizo evidente que existen otros multiples
receptores celulares (aproximadamente 200 proteinas) que unen diacilglicerol (DAG)
y ésteres de forbol (in vitro) (Lorenzo P., et al 2000). Por lo tanto, la activacion con
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PMA-ionomicina podria activar a un rango mas amplio de proteinas que la activacion
inducida por antigenos especificos.

No existen referencias en donde se hayan estudiado en linfocitos los cambios en
la expresion de CD4 a lo largo del ciclo celular. Martin C., et al se preguntaron si la
expresion de CD4 variaba durante el ciclo celular y para tal propoésito utilizaron una
linea celular monocitoide que expresa CD4 (U 937 clona 16). Encontraron que la tasa
de reaparicion de CD4 fue maxima durante la fase S, seguido por un incremento en la
expresion y en la densidad en la fase tardia S/G2. Por tanto, la expresion de CD4 en
esta linea celular, es dependiente del ciclo celular (Martin C., et al 1991).

CD54 (ICAM-1)

Ademas de la estimulacion mediada por el TCR, existen al menos otras dos
formas en las que se puede inducir un aumento en la expresion de ICAM-1. 1)
Mediante las citocinas producidas durante la activacion de PBMCs (principalmente
IFNy y TNFa) y 2) Debido al estrés oxidativo. A continuacion se comentan algunos
de los trabajos al respecto.

Se conoce que las citocinas IFNy y TNFa actlan sinérgicamente para
incrementar la expresion de ICAM-1 (Jahnke A., et al 1995). Durante la estimulacion
de PBMCs ya sea con PMA-ionomicina (10ng/mL-1pgmL respectivamente) o con
anticuerpos solubles anti-CD3 y anti-CD28 (10ng/mL-5ug/mL respectivamente) se
produjeron las citocinas 1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFNy y TNFa desde las 3h hasta las
72h de estimulo. La secrecion de estas citocinas fue mayor con PMA-ionomicina que
con los anticuerpos solubles anti-CD3 y anti-CD28 a las 48h (Reddy M., et al 2004).

La pérdida en el balance de éxido-reduccion lleva a un estado de estrés oxidativo
(Dorado C., et al 2003), el cual conduce a la expresién de ICAM-1 (Roebuck K., et al
1999). La progresion de la enfermedad causada por el VIH se asocia con la
disminucion en los niveles de glutation (GSH), el mayor antioxidante enddgeno
(Staal F., et al 1994; Staal F., et al 1992). Las alteraciones en los niveles de GSH
afectan la actividad de las enzimas sensibles al potencial de 0xido-reduccion (cinasas
y fosfatasas), lo cual a su vez influye en la transduccion de sefiales celulares (Kanner

S., et al 1992). En la activacion inmune crénica, un desequilibrio en el balance de
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oxido-reduccién se asocia con mayores niveles de fosforilacion basal y contribuye a
una activacion inmunologica deficiente. (Schweneker M., et al 2008).

Por tanto, si la infeccién crénica por el VIH-1 se asocia con niveles elevados de
ligandos de receptores tipo Toll (TLR’s) (Haas A., et al 2011), de citocinas
proinflamatorias (Haas A., et al 2011) y de estrés oxidativo (Aquaro S., et al 2008) es
de esperar que los linfocitos T activados de forma bystander posean una alta
expresion de ICAM-1. La alta expresion de ICAM-1 capacitaria a las células para
establecer interacciones estrechas y favoreceria la fusion entre células infectadas por
el VIH y células blanco.

Las células T CD4+ especificas para el VIH

La mayoria de las células T CD4+ activadas durante la fase cronica de la
infeccion por el VIH no son especificas, esto es confirmado por un trabajo que
comento a continuacion.

Betts M., et al estudiaron la respuesta de las células T especificas para el VIH en
23 pacientes infectados y no tratados (17 de los cuales se encontraban en la fase
cronica de la infeccion). Las PBMCs aisladas fueron incubadas con mezclas
peptidicas de epitopes derivados del VIH (Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif, Vpry
Vpu) en la presencia de anticuerpos coestimuladores (CD28 y CD49d). Analizaron el
porcentaje de células CD3+CD8-/CD69+1FNy+ (células T CD4+ especificas para el
VIH) que respondieron a cada mezcla de péptidos. La respuesta de las células T
CD4+ especificas para el VIH fue presente en 21 pacientes, aunque fue muy baja
(0.2-2.94% del total de linfocitos T CD4+) (Betts M., et al 2001).

Las células T CD4+ especificas para multiples proteinas del VIH fueron
detectadas en la mayoria de los pacientes infectados crénicamente, esto indica que las
células T CD4+ especificas para el VIH son generadas y persisten durante el curso de

la replicacion viral en individuos no tratados (Betts M., et al 2001).

Translocacién microbiana y activacion bystander
La infeccion por el VIH causa una rapida y severa pérdida de células T CD4+ en

el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (por sus siglas en inglés GALT)
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ademés de fibrosis. Existiendo una recuperacion lenta y parcial con el uso de la
terapia antiretroviral altamente activa (por sus siglas en inglés HAART) (Brenchley
J., et al 2004; Estes J., et al 2008; Ciccone E., et al 2010).

El dafio en la mucosa intestinal y a su integridad inmunoldgica resulta en niveles
plasmaéticos elevados tanto de lipopolisacaridos (LPS) como de ADN bacteriano que
codifica para el ARN ribosomal 16s (ARNr 16s). Ambos biomarcadores se
correlacionan directamente tanto con la expresion de los marcadores de activacion
celular HLA DR y CD38 expresados en las células T CD8+ asi como con un
reducido restablecimiento en las células T CD4+ después del inicio de la HAART
(Jiang W., et al 2009; Anselmi A., et al 2007; Brenchley J., et al 2006).

El LPS participa en la activacion de monocitos después de interactuar con el
TLR-4. En respuesta a esa interaccion la célula secreta CD14 soluble (sCD14) en el
plasma, sirviendo este como un biomarcador de la activacion de los monocitos y
correlacionando positivamente con el LPS (Brenchley J., et al 2006; Voss S., et al
2006; Kitchens R., et al 2005; Papasavvas E., et al 2009). Es de destacar que las
células T CD4+ también expresan el TLR-4, pero son incapaces para responder a su
ligando, el LPS (Komai-Koma M., et al 2004). Esto sugiere que los niveles
incrementados de LPS en el plasma no pueden directamente traducirse a una
activacion incrementada de células T CD4+.

La activacion incrementada de las células T CD8+ se correlaciona positivamente
con la velocidad con la que se pierden las células T CD4+ debido a la apoptosis
(Giorgi J., et al 1999; Cao W., et al 2009). El recuento de las células T CD8+/CD38+
no sélo predice la progresion de la enfermedad causada por el VIH a SIDA y muerte,
también ofrece un valor predictivo independiente para la evaluacion de la carga viral
en plasma (VL) y del recuento de las células T CD4+ (Levacher M., et al 1992;
Mocroft A., et al 1997; Liu Z., et al 1997).
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En este trabajo, la activacion de linfocitos T CD4+ con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas, produjo un aumento en la fusion celular al
cocultivarlas con células que expresan las proteinas de fusion del VIH. Este efecto
se manifestd en un mayor nimero de células fusionadas y en un incremento de su
tamafio y complejidad celular. EI incremento en la fusion celular es congruente con
el aumento de la expresion de CD4 y de ICAM-1 (una molécula de adhesion que es
inducible durante el proceso de activacion celular).

La interaccion de ICAM-1 con su ligando LFA-1 podria inducir la agregacion
celular observada en los cultivos de células activadas. Las células que expresan las
glicoproteinas de la envoltura viral podrian interactuar con el agregado de células
CD4 activadas, facilitando su fusion secuencial y la formacion de sincicios de gran
tamafio y con alta complejidad interna. Por lo tanto, el incremento de la fusion celular
podria explicarse por un mayor nimero de interacciones entre gp120 y CD4. Por otra
parte, la expresion de moléculas de adhesién favoreceria el contacto estrecho entre las
células, favoreciendo el establecimiento de interacciones especificas necesarias para
la fusion (Fig. 39).

Para lograr cuantificar el porcentaje de fusion en el caso 5, decidimos incubar la
placa durante 3 horas y las muestras fueron adquiridas utilizando el citometro Attune,
que permitio leer los cocultivos formados por células activadas ya que este citdbmetro
posee un capilar de mayor tamafio que el FACs Calibur, y permite el paso de células
alineadas e individuales. No hay evidencias que los sincicios formados de 3 horas se
hayan roto durante la cosecha o la adquisicion.

Con base en la literatura y en nuestros resultados proponemos algunas ideas para
robustecer nuestro modelo de “efecto de la activacion sobre la fusion” considerando
algunos aspectos de la etapa crénica de la infeccion por el VIH.

1) El uso de células mononucleares de la sangre periférica de donadores sanos

2) La activacion de PBMCs con una combinacién de dos incisos :
a) Una baja concentracion de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados
a perlas magneéticas (activando un 20% de los linfocitos T totales)*
b) Sobrenadantes de PBMCs activadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-

CD28 acoplados a perlas magnéticas*
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c) El uso de ligandos de TLRs (estimular via TLR2, TLR4, TLR5, TLR8'y
TLR9)** (imitaria la translocacion microbiana)
d) Coctel de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6, IL-12 e IL-15)**.

3) Cocultivo de PBMCs activadas con células Jurkat Env+ (generaria sincicios).

*a y b son mutuamente excluyentes

**c y d son mutuamente excluyentes
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Fig. 39: Modelo propuesto sobre el efecto de la activacion sobre la lusion celular.

El linfocito T naive (CD3+CD4-+CXCR4+) expresa las moléculas de adhesion ICAM-1 y LFA-1 (LFA-1 NA gue se encuentra en estado inactivo), El linfocito T naive es
activado mediante los anticuerpos anti-CD3 y anti-CH28 acoplados a perlas magnéticas (p) (1). Los linfoeitos 'I' CD4 activados expresan la subunidad alfa del receptor para la
[1-2 (CD25), ademas de una mayor expresion de los receptores CD4 e ICAM-1. Durante el proceso de activacion celular LFA-1 NA sutre un cambio conformacional.
generando una LFA-1* (activada). La activacion favorece la interaccion estrecha entre las células T CD4 activadas via (LFA-1%/TCAM-1). formando agregados (2).
Posteriormente las ¢élulas T CD4+ Activadas [ueron cocultivadas con ¢élulas Jurkal Env+, Notese las interacciones entre dichas ¢élulas (gpl204gp4 1 -CD4ATXCR4) v de
(ICAM-1-LFA-1%*) (3). Las ¢videncias nos hacen proponer que ocurre una fusion sceuencial dada entre la interaccion de las e¢lulas Jurkat Env+ con ¢l agregado celular,
favoreciendo la formacion de sincicios muy grandes (4). Tl modelo es propuesto en base a nuestros resultados y a otros trabajos en la literatura. (Imagen construida con el
programa ChemBioDraw Ultra, ChemBioOtfice2012. Perkin Elmer).




CONCLUSIONES

En este trabajo, la activacion de linfocitos T CD4+ con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas, produjo un aumento en la fusion celular al
cocultivarlas con células que expresan las proteinas de fusion del VIH. Este efecto
se manifestd en un mayor nimero de células fusionadas y en un incremento de su
tamafno y complejidad celular. El incremento en la fusion es congruente con el
aumento de la expresion de CD4 y de ICAM-1 (una molécula de adhesion que es
inducible durante el proceso de activacion celular).

La interaccion de ICAM-1 con su ligando LFA-1 podria inducir la agregacion
celular observada en los cultivos de células activadas. Las células que expresan las
glicoproteinas de la envoltura viral podrian interactuar con el agregado de células
CD4 activadas, facilitando su fusion secuencial y la formacion de sincicios de gran
tamafio y con alta complejidad interna. Por lo tanto, el incremento de la fusion celular
podria explicarse por un mayor nimero de interacciones entre gp120 y CD4 facilitado
por la expresion de moléculas de adhesion.

Nuestros resultados indican que la activacion inducida a través del TCR
promoveria la formacion de sincicios durante la infeccion por el VIH, debido al
aumento de la expresion de CD4 y de moléculas de adhesion (ICAM-1). Es necesario
realizar algunas modificaciones a nuestro modelo de “efecto de la activacion sobre la
fusion”, considerando algunos aspectos de la etapa crénica de la infeccién por el
VIH.
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APENDICE

Receptores estudiados en este trabajo

CD4

CD4 es una glicoproteina de superficie celular de 55 kDa, miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig). CD4 se expresa en células T restringidas a
MHC I, algunos timocitos, monocitos/macréfagos y granulocitos. Funciona como un
correceptor para la activacion de celulas T, restringidas a MHC Il. Es marcador de
diferenciacion timica para células T y receptor para VIH (Goldsby R., et al 2005).

CD4 contiene 4 dominios externos tipo Ig, D1-D4 (también Ilamadas V1-V4)
(370 a.a), una region transmembranal (26 a.a) y un tallo citoplasmico (38 a.a) (Bolen
J. B., et al 1991). La region D1 media la union a gp120 del VIH (Capon D., et al
1991). Los sitios de union de CD4 a MHCII se encuentran en D1y D2 (Fleury S., et
al 1991).

CD4 se encuentra asociado no covalentemente a través de su dominio
citopladsmico con la proteina tirosincinasa, p56 (Lck), miembro de la familia de
tirosincinasas src (Veillette A., et al 1988). A través de mutagénesis sitio dirigida, se
ha establecido que 2 residuos de cisteinas en el tallo citoplasmico de CD4 (posicion
420 y 422) y 2 cisteinas en el NH2 terminal de Lck, (posicion 20 y 23), son
esenciales para la union CD4-Lck.

Durante la activacion de las células T, se activa la proteina cinasa C (PKC).
PKC, fosforila en residuos de serina a CD4 en su dominio citoplasmico y CD4 es
internalizado debido a la fosforilacion y a la separacién del complejo CD4-Lck
(Weyand C., et al 1987).

La activacion de PKC puede inducirse in vitro a través del éster de forbol
Ilamado, 13-acetato de forbol 12-miristato (PMA) produciendo los mismos efectos
antes mencionados, como la fosforilacion en residuos de serina (Ser 408 , Ser 415 y
Ser 431) del tallo citoplasmico de CD4 (Shin J., et al 1991). Como resultado de esto,
CD4 se disocia de Lck y CD4 es reclutado por clatrina para la endocitosis (Sleckman
B., et al 1989; Shin J., et al 1990; Pelchen-Matthews A., et al 1993).
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Después de la endocitosis, algunas moléculas de CD4 internalizadas son
liberadas a lisosomas para la degradacion, mientras que otras moléculas se reciclan a
la superficie de la célula T. (Pelchen-Matthews A., et al 1993). Por tanto el
tratamiento con PMA regula negativamente (disminuye) el CD4 de la superficie
celular (Pelchen-Matthews, A., et al 1993).

La fosforilacion en residuos de serina de dominios citoplasmicos y la posterior
internalizacion han sido ya demostrados como reguladores de la funcion de los
receptores que poseen actividad intrinseca de tirosincinasa (Sleckman B., et al 1992).
No se ha demostrado que en los diferentes tipos de estimulacién ya sea con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas o la antigeno

especifica produzcan una regulacion negativa en CDA4.

CD184 (CXCR4)

CXCR4 es un miembro de la familia de proteinas con siete dominios
transmembranales que incluye a muchos receptores de quimiocinas. ElI dominio
amino terminal de CXCR4 esté involucrado en la unién al VIH vy la sefializacion
intracelular no desempefia un papel importante en la entrada del virus (Potempa S., et
al 1997). Parece que varios dominios de CXCR4 interactian con VIH X4, pero
especialmente la segunda asa extracelular (Lu Z., et al 1997). El asa V3 viral esta
involucrada en la infeccidn por virus X4 (Sakaida H., et al 1998). En las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs), el VIH-1 inductor de sincicios (IS)
infecta y depleta a todos los subtipos de células T CD4+, incluyendo a las células T
naive (Kwa D., et al 2001).

CD54 (ICAM-1)

La molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) es una glicoproteina
transmembranal de 505 aminoacidos. ICAM-1 es un miembro de la superfamilia de
las inmunoglobulinas. Posee una masa molecular de 80 a 114 kDa, segun su grado de
glicosilacion, que varia con el tipo célular y es expresada en la superficie de muchos
tipos celulares incluyendo las células endoteliales, las células epiteliales, los

queratinocitos y los fibroblastos, asi como en las células T y B, células dendriticas,
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macrofagos y eosindfilos. Se compone de una cadena glicoproteica con un core
polipéptidico de aproximadamente 55 kDa (Staunton D., et al 1988; Van de Stolpe
A., et al 1996), una corta cola citoplasmica, una region transmembranal y cinco
dominios extracelulares tipo inmunoglobulina. Los ligandos para ICAM-1 son las 32
integrinas, tal como la molécula asociada a la funciéon leucocitaria (LFA -
1:CD11a/CD18) y el antigeno de macrofagos (Mac-1:CR3, CD11b/CD18) y ademas
el rinovirus (RV). La union de ICAM-1 a su ligando tiene efectos profundos tanto en
la adhesion celular (célula-célula y célula-MEC) que son criticas para la migracion
transendotelial de leucocitos como en la activacion de células T, en la que la union
de ICAM-1 funciona como una sefial coactivadora (Stanciu L., et al 1998; Van de
Stolpe A., et al 1996; Zuckerman L., et al 1998).

ICAM-1 se expresa en un bajo nivel en células T en reposo y es
constitutivamente avido por LFA-1 (Buckle A., et al 1990; Dustin M., et al 1989;
Wallace D., et al 1990). Un bajo porcentaje de células T en circulacion expresan
ICAM-1 en contraste con los altos niveles de expresion de LFA-1 (Louis R., et al
1997). La estimulacion por mitdgeno y la antigeno especifica (Hviid L., et al 1993),
las citocinas (IFN-y IL-1pB, IL-2 y TNF-a) y artificialmente por medio de PMA
(Buckle A., et al 1990; Van de Stolpe A., et al 1996; Shrikant P., et al 1994; Bassi V.,
et al 1995; Ballestas M., et al 1995; Roebuck K., et al 1999) y algunos virus
(Andersson E., et al 1994; Ito M., et al 1995) pueden causar sobrerregulacién de
ICAM-1 en la superficie de células T. Por otra parte la molécula LFA-1 debe ser
activada para mediar su funcion como receptor para ICAM-1 (Luo B., et al 2007). La
forma inactiva de LFA-1 se une débilmente a su ligando, pero después de la
activacion de células T, LFA-1 sufre cambios conformacionales que incrementan su
afinidad por ICAM-1. Bajo condiciones fisiologicas, la activacion de LFA-1 se
produce debido a la sefial 1 (TCR-Peptido-MHCII) (Mor A., et al 2007).

La activacion de células T requiere un compromiso del TCR por el antigeno y la
interaccidon entre moléculas coestimuladoras en las células T y sus ligandos en las
APCs (Springer T., 1990). La interaccion entre ICAM-1 y su ligando LFA-1 puede
ser bidireccional ya que ambos pueden ser expresados por las células T asi como

algunas APCs. Sin embargo, el papel de ICAM en la activacion de células T, la
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proliferacion y la produccion de citocinas se ha estudiado principalmente en el
contexto de su expresion en la superficie de las APCs (Stanciu L., et al 1998).

Las principales vias de transduccion de sefiales intracelulares involucradas en la
regulacion de la expresion de ICAM-1 incluyen: PKC, MAPK (ERK, JNK y p38), asi
como la sefalizacion de NF-Kb (Ballestas M., et al 1995; Sippy B., et al 1996;
Tamura D., et al 1998; Ghersa P., et al 1994; Yamaguchi Y., et al 1998; Jobin C., et
al 1998; Cobb R., et al 1996). Importantes factores de transcripcion nucleares para la
activacion de la expresion de ICAM-1 incluyen: AP-1, NF-kB, C/EBP, Ets, STAT, y
Spl (Van de Stolpe A., et al 1996). La activacion In vitro de células T por mitdgenos
aumenta gradualmente la expresion de ICAM-1 de un 15 a 80% en el transcurso de 2-
3 dias de cultivo (Schulz T., et al 1988).

En el contexto de la infeccion por el VIH, los receptores LFA-1 e ICAM-1 son
incorporados en la envoltura de viriones que gemaron de células T CD4 primarias
activadas que fueron capaces de soportar una replicacién viral productiva (Bastiani
L., et al 1997 y Capobianchi M., et al 1994). LFA-1 e ICAM-1 también desempefian
un papel fundamental en la transmision viral de célula a célula ya que estas moléculas
de adhesion son componentes integrales de la sinapsis viroldgica del VIH-1 (Jolly
C., et al 2004; Jolly C., et al 2007), que sirve como el mecanismo principal para la
transmision del VIH-1 de célula a célula.

En un trabajo de Reddy M., et al encontraron que los sueros de los pacientes
seropositivos a VIH tuvieron niveles elevados de CD54 soluble (Reddy M., et al
1993). Marodon G., et al investigaron los cambios en la expresion de moléculas de la
superficie celular debido a la infeccién por VIH. Los linfocitos de sangre periférica
fueron infectados in vitro con el virus reportero VIH-HSA. La expresion de la
mayoria de las proteinas de la superficie celular estudiadas no fueron afectadas
debido a la infeccion por VIH (HLA clase I, 1I, CD11a, CD18, CD25, CD27, CD28,
CD29, CD30, CD31, CD38, CD44, CD45R0, CD49d, CD57, CD94, CD95, y
CXCR4). La expresion de la molécula CD4 se perdié progresivamente y esta fue
asociada con la pérdida de la expresion de CD62L, una molécula implicada en el
homing de células T a los ganglios linfaticos. Por el contrario, las células T infectadas
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productivamente con este virus reportero T-tropico fueron enriquecidas para CD54 y
CCR5 (Marodon G., et al 1999).

Fujiwara M., et al demostraron que las células dendriticas foliculares (FDCs) no
son las células blanco en la infeccion por VIH-1. Las FDCs podrian capturar las
particulas virales en su superficie; sin embargo, la union del VIH-1 a las FDCs fue
fuertemente inhibida por la presencia de los anticuerpos monoclonales anti-CD54
(ICAM-1) y anti-CD11a (LFA-1), lo que sugiere que las moléculas de adhesion
desempefian un papel importante en la interaccion entre el VIH-1 y las FDCs
(Fujiwara M., et al 1999).

CD25 (IL-2Ra)

El receptor de IL-2 (IL-2R) comprende 3 subunidades distintas (las cadenas a,
y 7). Las cadenas B y y pertenecen a la clase de familia del receptor de citocinas | y
contiene los elementos caracteristicos CCCC y WSXWS, en tanto que la cadena o
posee una estructura muy diferente y no es miembro de esta familia de receptores
(Goldsby R., et al 2005).

El IL-2R ocurre en 3 formas que muestran diferentes afinidades por IL-2: IL-2Ra
(monomerico de afinidad baja), IL-2RBy (dimérico de afinidad intermedia) e IL-
2Rapy (trimerico de alta afinidad). Debido a que la cadena a sélo la expresan células
T activadas, con frecuencia se denomina antigeno TAC (activacion de células T). A
menudo para identificar a IL-2Ra en las células se utiliza un anticuerpo monoclonal
[lamado anti-TAC, que se une a la cadena a de 55 kDa (Goldsby R., et al 2005).

La transduccion de sefial por IL-2R requiere las cadenas B y y , pero solo el
receptor trimérico que también contiene la cadena o une IL-2 con una afinidad alta.
Aunque la cadena y se expresa de modo constitutivo en la mayor parte de las células
linfoides, la expresion de las cadenas o y B es mas restringida y aumenta de forma
notable después de activar linfocitos en reposo por antigeno. Este fenémeno asegura
que solo las células T CD4+ y CD8+ activadas por antigeno expresen el IL-2R de
afinidad alta y proliferen en respuesta a concentraciones fisioldgicas de IL-2. Las
células T activadas expresan alrededor de 5X 10° receptores de alta afinidad y 10

veces mas receptores de afinidad baja (Goldsby R., et al 2005).
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