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RESUMEN

Durante la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1),
se observa una disminucién progresiva en la cuenta de los linfocitos T CD4+ asociada a
la replicacion continua del virus. El aumento en la declinacion de los linfocitos T y la
mas rapida progresion de la infeccion hacia el estado de inmunodeficiencia coincide con
la deteccion en la sangre y tejido de los pacientes, de variantes virales inductoras de
sincicios. En los sitios de contacto célula-célula, la interaccion entre el complejo de
proteinas virales de la envoltura Env, (gp120-gp41) y los receptores celulares de
membrana, principalmente CD4, promueven la creacion de poros de fusién entre las
dos membranas plasmaticas, para culminar con la produccion de sincicios. Un evento
relacionado a la formacion de sincicios es la transmision directa del virus de una célula
a otra. Ademas, la transmision célula-célula es un medio mas potente y eficiente en la
propagacion del virus en poblaciones celulares que la infeccion por particulas virales
libres. Actualmente se conoce que estos eventos pueden ser potenciados o modulados

por moléculas propias de la membrana celular.

Resulta notable que durante la infeccion por el VIH-1 se producen
autoanticuerpos que pueden reconocer moléculas de la superficie de los linfocitos T. En
conjunto con anticuerpos anti-Env, los autoanticuerpos dirigidos a moléculas de la
superficie linfocitaria podrian contribuir al bloqueo de la fusidén de membranas durante la
formacion de sincicios y la propagacién del virus de célula a célula. Por lo tanto, en esta
tesis nos preguntamos si el suero de los pacientes VIH positivos inhibe la formacion de
sincicios vy, si este efecto tiene relacion con la presencia de anticuerpos en el suero

dirigidos a moléculas presentes en la membrana de los linfocitos T CD4+.

En esta tesis se estudio: 1) el efecto del suero de pacientes VIH+ y sanos sobre

la fusion celular y su relacion con el estadio clinico de la infeccion, mediante citometria



de flujo, 2) la relacidon de un efecto de inhibicion en la fusion celular por el suero con la

presencia de autoanticuerpos en los sueros de los pacientes VIH-positivos.

Se utilizaron lineas celulares de linfocitos Jurkat T CD4+ transfectadas con el
gene env de una variante del VIH-1 altamente fusogénica (células Env+), se realiz6 una
metodologia basada en el uso de dos colorantes lipofilicos fluorescentes (Dil y DiO)
para marcar las células participantes y citometria de flujo para la cuantificacién de los
productos de fusion. Se distinguieron células fusionadas y agregadas mediante la
identificacion del efecto de transferencia de energia de la fluorescencia (FRET) entre
ambos colorantes, asi como el perfil morfolégico (tamafio y granularidad) de las células

fusionadas.

Para la determinacion de la presencia de autoanticuerpos en los sueros de los

pacientes, se empleo el método de inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo.

Se observd que algunos sueros inhibieron la fusion celular. Esa inhibicion se
asocio con la unién de anticuerpos presentes en el suero a las proteinas de superficie

de la linea celular de linfocitos Jurkat T CD4+.

La actividad del suero se relacion6 con la unién de autoanticuerpos a las células
blanco, que se generan como una respuesta inmune contra la infeccién del VIH-1 pero

sin causar manifestaciones clinicas de autoinmunidad.



1. INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) se identific6 como el
agente causal del Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en 1984.146. 134 En el
2013 se estim6 que 35.3 millones de personas en el mundo vivian con el VIH-1. Para
mediados de 2014, la infeccion por el VIH-1 habia causado la muerte de 30 millones de

personas y se calcula que cada afio mueren 1.8 millones.'26

La infeccion por el VIH-1 se caracteriza principalmente por la disminucion en la
cuenta de linfocitos T CD4 * y la diseminacion del virus hacia ganglios linfaticos, 2¢ 63 |o
que conduce eventualmente al deterioro progresivo del sistema inmunoldgico del
paciente, para finalmente progresar hacia el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SIDA, con lo cual el paciente queda ampliamente susceptible a infecciones oportunistas

y neoplasias.

Aunque se ha logrado reducir la infeccién por el VIH-1 como una de las
principales causas de muerte en adultos jovenes, 26 quedan por definir varios de los
mecanismos por los cuales el VIH-1 desencadena la inmunodeficiencia, para asi
generar terapias novedosas y mejorar las ya existentes, con el objetivo de aumentar la

esperanza y calidad de vida de los pacientes.

1.1 Clasificacion y organizacion gendémica del VIH-1

El VIH-1 pertenece al género de los Lentivirus y a la familia de los Retrovirus. Los
Lentivirus se distinguen por tener un periodo de incubacién asintomatico largo, ademas
de que poseen la capacidad de infectar células mediante la formacién de sincicios entre
la célula infectada y una célula sana. Los retrovirus se caracterizan por tener un
genoma de ARN de cadena sencilla que se transcribe a ADN de cadena doble dentro
de la célula a través de la enzima viral transcriptasa reversa (RT). EI ADN viral
sintetizado es insertado posteriormente en el genoma de la célula hospedera.?® El



genoma del VIH-1 consiste de dos moléculas de RNA de cadena simple, de polaridad
positiva. La secuencia del genoma y de las proteinas virales se muestra en la figura 1.
La longitud del genoma es de aproximadamente 9,181 pares de bases.3? Sus genes se
clasifican en estructurales, reguladores y accesorios. Los genes virales que codifican
para las proteinas estructurales son gag, pol y env. El gen gag codifica para la proteina
precursora p55, que se asocia a las dos copias del RNA viral durante la sintesis de las
particulas virales. El gen pol codifica para tres enzimas: una transcriptasa reversa (RT),
una integrasa (IN) y una proteasa (PR). La proteasa viral, denominada p10, corta al
precursor mixto de Gag-Pol para generar monémeros de Gag y Pol. Una vez separados
los mondmeros p10 corta a la proteina p55 durante la maduracién del virion, para dar
lugar a cinco proteinas estructurales: p24, p17, p6, p7 y p9. p24 forma la capside viral
(CA), p17 constituye la matriz (MA) situada bajo la envoltura y, las proteinas p6, p7 y p9

forman la nucleocapside (NC).

-

A

.

MA CA nc pb

Poliproteina 55&D Gag

160 kD proteina de fusion Gay-Pol Precursor gp160

Figura 1. Organizacion genética del VIH-1, expresién y procesamiento de los productos de los genes gag,
pol y env. (Modificado de Peterlin et al, 2003).

La RT denominada p50, lleva a cabo la sintesis del ADN de doble cadena del

virus a partir de la cadena simple del ARN viral. Una vez formada la primera cadena de
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ADN complementaria del ARN viral, el dominio de ribonucleasa de la RT, denominada
p15, separa al ARN de la naciente cadena de ADN, lo que permite a la RT sintetizar la
segunda cadena de ADN, tomando como molde la primera que se formé. Finalmente,
la integrasa viral, denominada p31, realiza la insercion del ADN viral en el genoma de la

célula hospedera.

El gen env sintetiza a la proteina Env, que esta formada por el precursor gp160,
el cual es a su vez cortado por la proteasa p10, para dar lugar a las proteinas gp120 y
gp41%°. gp41 se inserta en la bicapa lipidica de la envoltura viral mediante un dominio
transmembranal, mientras que gp120 interacciona con gp41 mediante uniones no
covalentes en la parte externa de la membrana. %14 gp120 y gp41 se asocian

adicionalmente formando trimeros.20 104

Ademas de las proteinas estructurales, el genoma del VIH-1 expresa proteinas
reguladoras, que son proteinas que tienen funcion directa sobre la célula hospedera: la
proteina Transactivadora (Tat) y la proteina Reguladora de la expresion de proteina
viral (Rev). Tat es una proteina implicada en la regulacion positiva de la replicacién del
VIH-1,"3" mediante su unién a una region del ARN viral, para potenciar la transcripcion,
mientras que Rev se encarga de regular la expresidon de las proteinas virales que son
necesarias para la produccion de nuevos viriones, al controlar el ritmo de exportacion
del ARNm viral al citoplasma.4® 150

El genoma viral también codifica para proteinas accesorias, las cuales no forman
parte del virus maduro, pero desempenan un papel importante en los acontecimientos
tempranos de la infeccion por el VIH-1, ya que afectan eventos como el ensamblaje, '8
103 ciclo celular, gemacion e infectividad durante la produccion de virus infecciosos.'?”:

131 Las proteinas accesorias son Vif, Vpu y Nef.

La proteina Vif realiza su funcion antes que el virus geme de la célula. Vif
previene que el virus acarree a la proteina celular APOBCEG (A3G), un factor de
restriccion antiviral que interfiere con la retrotranscripcion. A3G es una citidina

desaminasa celular que se une al ARN, 83 164 gl momento de la retrotranscripcion causa
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la mutacion de la dC por dU en la primera hebra de ADN retrotranscrita; posteriormente
por cada dU se adiciona dA a la segunda hebra de ADN (hebra positiva) generada. El
gran numero de mutaciones que introduce A3G genera un ADNc proviral abortivo.% Vif
induce la degradacion de APOBEC3G via el proteosoma (26S) ,''® especificamente Vif
interactia con la ubicuitin ligasa E, ' para inducir la poliubicuitinacion de A3G. La
degradacion de A3G evita que sea incorporada en los virus recién formados, lo que

impide la retrotranscripcion defectuosa antes mencionada.

La proteina Vpu tiene dominios que la unen con la membrana,'% principalmente
del reticulo endoplasmico rugoso y del aparato de Golgi. A su estructura y localizacién
en la membrana se le asocian dos actividades importantes para la replicaciéon viral:
Promueve la liberacion de particulas virales de la membrana celular y desestabiliza la

membrana, agrupandose para formar un canal ionico.28 133

Por otra parte, Vpu regula negativamente la expresion de CD4. Esta regulacion
negativa evita que CD4 se una con el complejo Env dentro de la misma celula; lo que
permite una concentracion optima de Env en la membrana celular, necesaria para la

gemacion viral.8”

La proteina Nef (acronimo de negative factor, por sus siglas en inglés) interactua
con proteinas celulares que inducen la regulacion negativa de la expresion de CD4 y
MHC-I, lo que conduce a la evasion del sistema inmune. Ademas, Nef reduce el umbral
de activacion del linfocito T CD4+, con lo que facilita la integraciéon del genoma viral y la

replicacion del virus.#

1.2 Estructura del VIH-1

Un virién maduro del VIH-1 mide aproximadamente 120 nm de diametro.8¢ El
VIH-1 esta conformado en el exterior por una envoltura esférica, compuesta por una
bicapa lipidica derivada de la célula hospedera, en la cual se encuentra insertado el

complejo de glicoproteinas virales gp120/gp41.

11



En la figura 2 se ilustra un esquema de la estructura de un virion del VIH-1. Se
pueden observar la matriz (MA, p17), que forma la capa interna debajo de la envoltura
viral, la capside (CA, p24), que forma el centro cénico que incluye dos copias del
genoma viral, compuesto por dos cadenas de ARN. La nucleocapside (NC, p7)
interacciona con el ARN dentro de la capside en forma de complejos de

ribonucleoproteina con la proteina p7.

Bicapa lipidica

nucleocipside . eeunt 2zzee, gp120

poivT Q) gy
ARN s p17-Matriz
.".t'-. Integrasa

s L)
Transcriptasa
inversa

p24-Capside

Proteasa

Figura 2. Esquema de la estructura del virion del VIH-1. En la parte externa del viridn se encuentra la
envoltura de la bicapa lipidica, la cual expone las espiculas compuestas por gp120/gp41. Por debajo de
estas proteinas se encuentra la matriz. Debajo de la matriz se representa la nucleocapside con sus
diversos elementos; la forma de cono truncado se debe a las proteinas de la capside después de que han
polimerizado; dentro de la capside se encuentran dos copias del ARN gendémico viral, la retrotranscriptasa
reversa, la integrasa y la proteasa. (Modificado de Israel Hernandez de Luna, 2011, Estado actual del
conocimiento de los eventos intracelulares que controlan la replicacion del VIH-1 en células del sistema
inmune. Tesis de Licenciatura. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan).

El ADN de doble cadena sintetizado a partir del ARN de cadena simple del virus,
es eventualmente integrado en el genoma celular para dar lugar al provirus. El provirus

esta delimitado en ambos extremos por unas secuencias de nucleétidos denominadas

12



regiones repetidas largas terminales (LTR, por sus siglas en ingles), que poseen

sefales para la iniciacion y la terminacion de la transcripcion.''®

1.3  Replicacion viral

Una vez que el virus entra a la célula, el ARN del VIH-1 sale de la capside viral con
la ayuda de la proteina p24, en asociacion con ciclofilinas (p.e. ciclofilina A (Cyp A)
uniéndose a la proteina de la capside.> La participacion de Cyp A depende de su
abundancia en células blanco .%° Una vez asociado el ARN viral a las proteinas de la
capside y p17 principalmente, la ARN polimerasa lleva a cabo la transcripcion reversa
para eventualmente generar una copia del genoma viral, de ADN de doble cadena
(cADN)."™27.131 | a proteina p7 permite una transcripcion inversa eficiente y también
incrementa la proporcion de transcritos largos de cADN producidos en la transcripcion
inversa.*® El cADN resultante se incorpora al complejo de preintegracién (PIC), el cual
contiene a las proteinas virales MA, Vpr e Integrasa.'® 7. El PIC es transportado al
nucleo a través del complejo del poro nuclear. Una vez en el nucleo, el ADN viral linear
se integra en el genoma celular por medio de un proceso que involucra a la integrasa y
a diversos factores celulares.?> % La integracion del provirus ocurre en regiones
transcripcionalmente activas en el genoma de la célula hospedera.'> '4® Tras la
integracion, las primeras especies de ARNm viral generadas por la célula infectada son
transcritas con corte y empalme doble que codifican para las principales proteinas
reguladoras como Tat, Rev y Nef % 127 (figura 3). La proteina Rev proporciona un
balance entre la expresion de las proteinas reguladoras y las proteinas estructurales del
VIH-1. Rev promueve el transporte hacia el citoplasma del ARNm que no ha sufrido
corte y empalme, el cual es responsable de codificar para las proteinas estructurales y
de las enzimas que se incorporaran a los virus infecciosos.*% 10 El ensamblaje viral se
lleva a cabo en la membrana celular, donde el ARN viral se incorpora en capsides que
geman de la superficie celular. La incorporacion de gp120 y gp41 en la envoltura del

virion involucra la asociacion del extremo citoplasmico del gp41 con la proteina Gag
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(Pr55).122. 162 | a3 gemacién puede llevarse a cabo de dos formas.%® Una involucra la
traslocaciéon del virus hacia las balsas lipidicas en zonas de la membrana plasmatica
ricas en esfingolipidos y colesterol, hacia donde se localizan Gag y Gag/Pol. El virus
gema preferentemente de estas regiones. La unidon del viridbn con las balsas lipidicas
esta influida por cantidades de colesterol, que es importante para el ensamblaje y la
salida del virus.'?* La otra forma propuesta, llamada la hipétesis del exosoma troyano,
involucra el ensamblaje del VIH-1 en cuerpos vesiculares hacia donde gema el virus.
Estos cuerpos se dirigen a la superficie celular y se fusionan con la membrana
plasmatica, liberando a los virus como un exosoma.%® La maduracion final de las
proteinas del virion, mediada por la proteasa viral, ocurre dentro de la particula en
gemacion. La proteina de la capside p24, asi como Vpu estan involucradas en los

pasos finales del ensamblaje de la particula viral.53: 158

Vinan dal VIH

Unién del virién
aChay Nuevo vindn
al receptor del ViH
v de quimiocinas .
- ' Fusién de la membrana
del VIH con

ia membrana celular,;
entrada del genoma vinco

Membrana an el citoplasma
plasmatca 7
\ =2 _ O/Clbcu'\a ,'f‘
Receptor co4 //‘7 ) gp 120/gpd 1
de qumoanas delVIH
Genoma

de ARN del VIH,JL ; }’l&\%
'.' Ciaoplasma Expresion

Sintesis del ADN f
de g120/gp41
provirico mediada alasuperfcio

porla n - 2
vanscriptasa inversa Activacion de la célula /! fleoliuifi:b?\er'r;ddctﬁg
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‘ ! |transcripcién del genoma /
’ o del VIH; ¥ansporte <

Integracidn del ‘
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hacia el citoplasma

“|  Sintesis de las proteinas
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A ..:,’*\‘@1::‘4’;/ estructura del nicleo del virién

o

Proteinas del VIH

Figura 3. Esquema del ciclo replicativo del VIH-1 se inicia con la unién del virus a los receptores y
correceptores celulares y la fusién de la envoltura viral con la membrana de la célula blanco. El ARN es
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liberado desde la capside y sirve de molde para la sintesis del ADN copia por accién de la transcriptasa
reversa. Cuando la célula inicia un proceso de trascripcion activa, también se expresa el genoma viral y
se producen las proteinas que se ensamblan para producir nuevas particulas virales. Finalmente ocurre
la salida por gemacién. (Modificado de Abbas, Cellular and Molecular Inmunology 72 ed 2011).

1.4 Caracteristicas de la infeccion por el VIH-1

La infecciéon por el VIH-1 se caracteriza principalmente por la reduccién en el
numero y produccién de linfocitos T CD4 *.56 E| VIH-1 infecta a las células T CD4+,
macrofagos residentes, células dendriticas o células de la mucosa que recubren la
cavidad rectal o cervicovaginal.®> 1% Una vez que el virus infecta a las células
dendriticas, las células migran a los ganglios linfaticos, en dénde transfieren el virus a

las células T.166

El curso de la infecciéon del VIH-1 se puede dividir en tres etapas de acuerdo con el

estadio clinico: infeccidon aguda, periodo asintomatico y SIDA (figura 4).
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Figura 4. Esquema que representa el curso de la infecciéon del VIH-1. Se muestran los cambios en la
cuenta de linfocitos T CD4+ y la carga viral a través del tiempo y los estadios de la infeccion del VIH-1.
(Adaptado de www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/sida-vih.html).
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1.4.1 Fase Aguda

La fase aguda se caracteriza por una alta replicacion viral y diseminacion
generalizada del VIH-1 por el organismo con una importante caida en la cuenta de
células T CD4+. Esta fase aguda puede ser asintomatica o asociada con un sindrome
semejante a la infeccion por influenza A y B. Los sintomas aparecen repentinamente y
duran de 3 a 21 dias, aproximadamente. La elevada replicacion viral tiene lugar en un
periodo de 5 a 7 dias con hasta 5,000 particulas infecciosas (Pl)/mL, o >10” moléculas
de RNA viral/mL de plasma detectadas.*® En esta etapa se puede detectar al antigeno
p24 de la capside viral, a menudo concomitante con las manifestaciones clinicas y se
da la seroconversion al detectar anticuerpos neutralizantes contra el VIH-1; esta
seroconversion tiene lugar en un lapso de dias a semanas después de la infeccion.36 82
En la infeccidn aguda se eleva el numero de células T CD8+ como respuesta inmune

celular que se ha observado en otras infecciones virales.%®

1.4.2 Periodo Asintomatico

Esta etapa se caracteriza por una reduccion notable en la replicacion del virus,
debido principalmente a la induccion de una activa respuesta inmune, durante la cual se
estabiliza el numero de células T CD4+, pero generalmente por debajo de los niveles
normales. Se ha establecido que los T CD4+ circulantes disminuyen con una tasa

estimada de 25 a 60 células/uL por afio.%

A diferencia de la fase aguda, en la fase asintomatica, el aislamiento del virus a
partir de las células de la sangre periférica es considerablemente mas dificil y el nivel de
antigeno p24 en el plasma puede caer por debajo del nivel de deteccion. Esta supresion
continua de la replicacion del VIH-1 durante el periodo asintomatico, es mediada

principalmente por células antivirales T CD8+ citotoxicas.%: 138
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Ademas, se pueden observar anormalidades en las células B como la produccion
de autoanticuerpos vy la falta de respuesta a antigenos independientes de células T 37

147 y quimiotaxis disminuida en macrdéfagos.

1.4.3 SIDA

El SIDA es el estado terminal de la infeccion persistente por el VIH-1. Su
caracteristica mas prominente es una inmunosupresion severa como resultado de la
caida drastica del numero de células T CD4+. En esta etapa el numero de linfocitos T
CD4+ ha caido por debajo de 200 células/pL, mientras que la carga viral se incrementa
considerablemente.® 108. 125 En |os ganglios linfaticos, la replicacion del virus se
incrementa simultdneamente con la destruccion del tejido linfoide de manera

irreversible,*” debido a una respuesta inmune celular hiperactivada.'3. 97, 98, 138

El VIH-1 también puede inducir dafio a los neutréfilos a través de la unidén de
componentes de la envoltura viral a la membrana celular, lo que disminuye las
respuestas quimiotacticas, la actividad fagocitica y la produccion de superdxido, '?! lo
que conduce al desarrollo de infecciones bacterianas serias. Ademas, el paciente es
atacado por infecciones por microorganismos que normalmente no son considerados

patdgenos.

Por lo tanto, conforme la infeccion progresa al SIDA, se observa una disminucion
irreversible en el numero de células T CD4+, un aumento de la carga viral y pérdida de

anticuerpos neutralizantes en contra del virus.**

El surgimiento de cepas virales con mayor capacidad replicativa se ha asociado
a mayor pérdida de linfocitos T CD4+ y mas rapida progresion clinica al SIDA. Resulta
notable que algunas de esas variantes virales tienen la capacidad de generar sincicios,
24 mientras que por parte del hospedero factores como composicion genética y su
respuesta inmunolégica particular influyen en el curso clinico de la infeccion por el VIH-
1.
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Una respuesta del sistema inmune de los humanos y de otros animales, contra
las infecciones virales es la produccion de anticuerpos que se unen a los virus y los
neutralizan. Esa respuesta es mediada principalmente por inmunoglobulinas del tipo
IgG.%85> En el caso de la infeccion por el VIH-1, el blanco para estos anticuerpos
neutralizantes pueden ser las proteinas de la envoltura gp120 y gp41; '+ 23 también se
han identificado anticuerpos monoclonales ampliamente reactivos, dirigidos contra
epitopos del sitio de unién de gp120 a CD4.° Varios estudios han indicado que la
neutralizacion del VIH-1 puede involucrar el bloqueo de la union del virus, fusidon o un
paso posterior a la fusion virus-célula.’3 La union del VIH-1 al receptor CD4 también
activa vias de sefalizacion y la subsecuente expresion de citocinas y quimiocinas que

influyen en la eficiencia de la infeccion por el VIH-1.133

1.5 Fusion del VIH-1 con una célula blanco

La entrada del VIH-1 a las células del hospedero se da a través de la union y fusion
de la membrana celular con la envoltura del VIH-1 a través de tres procesos: unién,
fusion y entrada. Para lograr la entrada eficiente del virus es necesaria la union de
gp120 viral con el receptor CD4 y los correceptores, que son principalmente CCRS5 y
CXCR4, lo cual induce un cambio conformacional en gp120 que permite la exposicion
de una region de gp41 y luego la fusion a través de gp41 con otra molécula de la

superficie celular’ 13 (figura 5).

18



HIV

Figura 5. Esquema que representa interaccion de las glicoproteinas de la envoltura del VIH-1 (gp120 y
gp41) y una célula blanco. (Modificado de http://epidemiologiamolecular.com/entrada-vih-celula-farmacos-
inhibidores/).

El complejo de glicoproteinas de la envoltura del VIH-1 consiste de dos
subunidades asociadas no covalentemente, gp120 y gp41. La gp120 es la proteina mas
externa y contiene dos sitios de unidon que el VIH-1 requiere para la union a las células
blanco, se encuentra expuesta en forma de espiculas asociadas con residuos de
azucar. La gp41 es una proteina transmembranal que contiene las estructuras
necesarias para la oligomerizacion del complejo, su fijacion a la membrana viral y los

dominios requeridos para la fusion de la membrana viral con la membrana celular.*?

La estructura de la proteina gp120 consiste de 5 regiones variables entre las
distintas cepas del VIH-1 (V1 a V5) y 5 regiones constantes (C1 a C5), las cuales
tienden a ser similares entre los diferentes aislamientos virales (figura 6). Las regiones
V1 y V2 se encuentran unidas por puentes de disulfuro y forman el dominio V1/V2; las
otras tres regiones (V3, V4 y V5) forman asas independientes dentro de la gp120.86. 152
Gp120 es una proteina membranal profusamente glicosilada, que esta anclada al virus

via interacciones no covalentes con la proteina transmembranal gp41. 7
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Figura 6. Esquema de la estructura secundaria de la glicoproteina 120 con las regiones variables (V1-
V5), delimitadas por la sombra gris. También se indican las regiones constantes (C1-C5) y los sitios de
glicosilacion (Modificado de José Alcami, 2004).

La glicoproteina gp41 se ha dividido en tres zonas (figura 7): cola citoplasmatica
(contiene al extremo carboxilo), region transmembranal y ectodominio (o dominio
extracelular, que contiene el extremo amino). La cola citoplasmatica interactua con las
proteinas de matriz (MA); %2 ademas tiene dos dominios que alteran la estabilidad o
permeabilidad de la membrana, denominados péptidos liticos de lentivirus (LLP-1 vy
LLP-2) (figura 8).

El ectodominio esta involucrado en el proceso de fusion de la envoltura viral con
la membrana de la célula blanco. Tiene dos a-hélices con un patrén caracteristico de 7
aminoacidos, llamadas secuencias hepta repetidas (HR), y en su parte distal (lado
amino) se encuentra el péptido de fusion. El par de hélices estan separadas por un asa
que permite la interaccion antiparalela. La a-hélice proxima a la membrana se llama
CHR o HR2 y la mas distal a la membrana es llamada NHR o HR1. La asociacion entre
los trimeros del complejo Env es mediada por la interaccidn entre las a-helices de gp41

vecinas, que se ordenan con las HR1 al centro y las HR2 en la periferia.?? (figura 8).

20



Carboxy-terminal
hoptad ropeat rgon

YO
oG
Trremembrane-  — 0@

provdmal epitopo o N)
A\

Extracellular

Intracellular

Carbaxy! terminus ()

Nature Reviews | Immunology

Figura 7. Esquema de la estructura secundaria de la proteina gp41. Las secuencias que estan
enmarcadas con lineas negras son hélices alfa. Los aminoacidos hidrofébicos se muestran con circulos
obscuros, los aminoacidos cargados se muestran con los circulos abiertos y los aminoacidos neutros se
muestran con circulos parcialmente llenos. Los sitios de glicosilacion se muestran con flechas.
(Modificado de Zolla-Pazner, 2004).

Ademas del receptor CD4, el virus requiere de correceptores para entrar a la
célula. Los correceptores en la fusidon virus célula es CCR5 para variantes virales
tropicos de macrofagos y linfocitos T CD4+ de, memoria 25 97 y CXCR4 es el
correceptor para cepas con tropismo hacia células T CD4+.8 Aquellas variantes virales
que emplean el correceptor CCR5 se conocen como virus R5, mientras que los virus
que emplean el otro correceptor CXCR4 se conoce como virus X4.27-37 También existen

variantes virales con tropismo dual (X4/R5) que puede usar cualquiera de los dos
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receptores 3° dependiendo de su densidad relativa en la membrana de la célula.*® En
tejidos linfoides los primeros tipos celulares de replicacion viral son las células T CD4+,
células dendriticas (DC) y los macrofagos diferenciados.'3 Por lo tanto, el VIH-1 es un
virus politropico, esto es, que puede infectar diferentes tipos celulares, aunque los

niveles mas altos de replicacion se producen en células T CD4+.%0

Citoplasma

Figura 8. Esquemas de la estructuras en gp41. A) Se representan el péptido fusogénico, alfa hélices con
heptarepetidos (HR), lado amino (NHR o HR1) y lado carboxilo (CHR o HR2), asa, region extracelular
préxima a la membrana y los LLPs. B) y C) Asociacidon de los dominio HR cuando las gp41 interactian
formando trimeros. Modificado de Israel Hernandez de Luna, 2011, Estado actual del conocimiento de los
eventos intracelulares que controlan la replicacion del VIH-1 en células del sistema inmune. Tesis de
Licenciatura. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

1.6 Receptores y mecanismos moleculares implicados en la fusion de membranas
mediada por el complejo gp120/gp41

Las proteinas de la envoltura viral inducen la fusion de membranas mediante la
interaccién con la molécula CD4+ y con un correceptor apropiado. La secuencia de
eventos moleculares que conducen a la fusidbn de membranas es analoga al proceso de

fusion virus-célula.

Las regiones V1/V2, V3 y C4 son las mas importantes en la entrada viral.”” % Los
puentes disulfuro formados entre ambos dominios daran lugar a la cavidad que va a

interaccionar con CD4+; esta cavidad se construye por elementos derivados de las
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regiones C3 y C4. El sitio de interaccion de CD4 y gp120 esta resguardado, protegido y

bien conservado estructuralmente. 84 91

La interaccion entre CD4 y gp120 (figura 9) es de tipo electrostatico no covalente.
El sitio de union al receptor CD4 en gp120 tiene carga negativa y atrae la carga positiva
del receptor. Ademas, se manifiestan fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno
que ayudan a estabilizar la interaccién CD4-gp120. Un aminoacido de fenilalanina, que
esta situado en la posicion 43 de la molécula CD4, es el unico residuo que se une a
esta cavidad de gp120, formada por los dominios V1/V2. Como consecuencia de esta
unién, el nucleo conservado de gp120 sufre cambios conformacionales que hacen que
pase de un estado flexible a otro rigido, lo cual permite la interaccion posterior con los

receptores de quimiocinas. 123

Los correceptores CXCR4 y CCR5 pertenecen a la familia de receptores con
dominios transmembranales acoplados a la proteina G. Presentan una estructura a-
hélice de 4 dominios transmembrana: 3 bucles extracelulares y un dominio N-terminal.
La union del complejo CD4-gp120 a los correceptores se produce a través de la region
V3 de gp120, aunque hay otras regiones de ésta que también participan en esta
interaccién. En particular, el brazo de la region V3 de gp120, junto con residuos del
dominio conservado C4, se encarga de la unién de gp120 al dominio N-terminal de
CCRS5, mientras que tanto la corona como el brazo de V3 participan en la unién de
gp120 a la superficie de CCR5.3° En el caso de CXCR4, es la region V3 de gp120 la
que interacciona directamente con CXCR4, con independencia de las regiones V1/V2
de gp120. 139

El mapeo de la region de unién de gp120 al receptor de quimiocinas indica que,
para el virus R5, el dominio N-terminal y el segundo bucle extracelular de CCR5 son
esenciales para el reconocimiento y la actividad como correceptor, mientras que para

las cepas X4 el lugar critico es el segundo bucle extracelular (ECL2).16

La gp41 es el principal mediador viral del proceso de fusion del VIH-1 a las células

diana. Si se analiza de forma lineal su estructura, en el extremo N-terminal se encuentra
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el dominio correspondiente al péptido de fusion. Su caracter hidrofébico de gp41 es lo
que permite su insercion en la membrana celular. A continuacion se encuentran las
regiones repetidas heptad-repeat 1 (HR1) y heptad-repeat 2 (HR2), que presentan
aminoacidos con un patron de repeticion caracteristico de 7 residuos, de los cuales los
correspondientes a la primera y cuarta posicion son aminoacidos hidrofobicos. Estos
aminoacidos median la union de los monémeros de gp41 en la forma trimérica de la

envoltura viral.

Durante el proceso de fusion se produce una reorganizacion estructural de gp41
que provoca la interaccion entre las regiones HR1 y HR2 y lleva a la formacién de una
estructura termoestable de 6 hélices, que es fundamental para que se produzca la
fusion entre las membranas del VIH-1 y la célula diana. '° La estructura de 6 hélices
esta compuesta por un trimero interno, formado por las estructuras en espiral enrolladas
de HR1 y otro trimero externo formado por las regiones HR2. Las regiones HR2 se
unen de forma antiparalela a las estructuras en espiral enrollada de HR1 a través de
cavidades hidrofébicas. '° Las interacciones hidrofobicas entre las regiones HR1 y HR2
confieren a la estructura de 6 hélices una gran estabilidad. EI cambio en energia libre
asociado a la formacion de la estructura de 6 hélices es lo que suministra la fuerza

necesaria para producir la formacion de un poro de fusiéon.'” (figura 9).
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Figura 9. Interaccion de Env con receptores y fusion de membranas. A) CD4 es el receptor que se
reconoce primero por gp120. B) Tras la interaccion, gp120 expone sitios de unidn al correceptor
(presentes en V3, V1 Y V2); la flexibilidad en CD4 permite un mayor acercamiento de gp120 al
correceptor; C) al desplegarse gp41, el péptido fusogénico de gp41 puede insertarse en la membrana de
la célula blanco, perturbando su estructura. D) La tendencia a restablecer la interaccion entre las hélices
de gp41 genera la estructura 6HB. E) Formacion del poro de fusion, el cual se expande. (Modificado de
Israel Hernandez de Luna, 2011, Estado actual del conocimiento de los eventos intracelulares que
controlan la replicaciéon del VIH-1 en células del sistema inmune. Tesis de Licenciatura. Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan).

1.7 Formacion de sincicios y efecto citopatico

La caracteristica mas prominente de la infeccidn por el VIH-1 es la reduccion en el
numero de linfocitos T CD4+. Se han proporcionado evidencias de que la apoptosis o
los procesos relacionados con la muerte celular pueden ser los principales mecanismos

de muerte de las células CD4+ y otras células, en personas infectadas con VIH-1.7% %9

Sin embargo, una caracteristica importante de la infeccion por el VIH es la
formacion de células multinucleadas o sincicios, que se originan como resultado de la
fusion de las células infectadas con las células CD4+ no infectadas.'® 9 Algunas
variantes RS y X4 se distinguieron inicialmente por la induccion de sincicios en lineas
de células T infectadas.’®5 1% La fusion célula-célula en cultivo puede observarse dentro
de las primeras dos horas '°* depende de la temperatura,® no requiere de la sintesis de
ADN, ARN o proteinas celulares, e involucra a proteinas y glicolipidos de la superficie
celular.%6 112. 154 Se ha reportado que gp41 contiene el péptido de fusion, determinante
de la fusion celular.®® %2 Los sincicios son el resultado de la actividad de Env en
interaccion con receptores especificos sobre la superficie de las células blanco.?”- %1 En
estudios in vitro se ha observado que los sincicios son el principal mecanismo de
muerte de células T en cultivos infectados por el VIH-1, debido a que los sincicios
fusionan células mas rapidamente de lo que estas se dividen. Una caracteristica
importante de estos sincicios es que una vez que se destruyen, inducen la formacion
local de nuevo sincicios, que son la fuente principal de nuevo virus en los cultivos.'* Se
ha postulado que el deterioro de los nédulos linfaticos que se observa en pacientes con
progresion al SIDA, puede estar influida por la fusién celular.’#® 152 Un fendmeno
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relacionado a la fusibn de membranas mediado por las proteinas de la envoltura del
VIH-1, es la capacidad de transmisidén célula-célula de virus infeccioso. Cabe destacar
que se ha demostrado que la infeccion mediada por células es mas eficiente que la

infeccién por virus libre. 40, 38,64

Por lo tanto, la formacion de sincicios es resultado de la interaccion entre células
infectadas, que expresan en su membrana Env del virus y las células blanco no
infectadas CD4+. 10" 10 | g fusidén célula-célula puede tener un papel patogénico
importante in vivo, dado que se han encontrado células gigantes multinucleadas
infectadas con VIH-1 en ganglios linfaticos de pacientes asintomaticos y pacientes con
SIDA, los ganglios linfaticos han sido propuestos como reservorios virales. 5 4°
Ademas, la induccién viral de sincicios se relaciona con la deplecion de células T CD4+
en pacientes y la progresion al SIDA.' 3" Aunque los anticuerpos neutralizantes pueden
restringir las infecciones por particulas libres de virus, podrian ser menos eficaces en la
contencidn de la propagaciéon del virus de célula a célula y la muerte celular mediada
por la extensa actividad de fusion. Se ha descrito la fusion celular mediada por Env a
partir de una cepa prototipo VIH-1. Esa fusion se ha inhibido con el suero de pacientes
VIH positivos. Esa inhibicion se atribuye a los anticuerpos que se unen a epitopes
virales conservados esenciales para el reconocimiento de CD4 y de correceptores que

interaccionan con gp120, y con regiones asociadas a la activacion de gp41. 7@

En este sentido, se ha determinado que esta inhibicion de la fusion celular es
dependiente del estado clinico del paciente, dado que los sueros de pacientes que son
VIH positivos y que tienen cuentas de linfocitos T CD4+ altas, logran inhibir la fusién
celular significativamente mas que los sueros de pacientes sintomaticos o con cuentas
de CD4 definitorias de SIDA. Al respecto, algunos sueros de pacientes con estadio

clinico de SIDA favorecen la fusion celular. 78

1.8 Autoanticuerpos en la infeccion por VIH-1
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La infeccidon por el VIH-1 esta asociada con varios desordenes autoinmunes. La
autoinmunidad puede ocurrir como resultado de la proliferacion de células B, o
mimetismo molecular.’® Como parte de esa autoinmunidad, se pueden producir
autoanticuerpos que se pueden unir a diversas proteinas celulares normales. Se ha
observado que algunos de esos anticuerpos se unen a proteinas de la membrana de
linfocitos T CD4+.

Se plantea aqui que autoanticuerpos especificos para las moléculas de superficie
de la membrana de linfocitos T CD4+, como CCR5, CXCR4, CD3, CD43, estan
presentes en individuos VIH-1 positivos y sanos 7 '?° y que esos autoanticuerpos
pueden afectar la fusion celular. Se han descrito autoanticuerpos dirigidos a epitopos de

la membrana de linfocitos T.

Tabla 1. Proteinas reconocidas por anticuerpos dirigidos hacia moléculas de la membrana de linfocitos T
en suero de pacientes con infeccion por el VIH-1.

Proteina Referencia

CD43 (Giordanengo et al. 1995; Ardman et al. 1990)

HLA clase Il (Ameglio et al. 1987; Golding et al. 1988)

CcD4 (Kowalski et al. 1989; Sekigawa et al. 1991; Wilks et
al. 1990; Lobo et al. 2008)

CD11b/CD18 (MAC-1) (Rubinstein et al. 1999)

Alfa/beta TCR (Lake et al. 1994)

CD95 (Carter 2011)

CCR5 (Lobo et al. 2008)

CXCR4 (Lobo et al. 2008)

CcD3 (Lobo et al. 2008)

Fas (CD95/Apo-l) (Silvestris et al. 2001)

Tabla 1. Tomada de Huerta et al., 2005

Se desconoce si esos autoanticuerpos se generan debido a una respuesta

inmune especifica hacia los antigenos propios o simplemente son un reflejo de la
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hipergamaglobulinemia no especifica producida por la activacion policlonal de células B,
la cual es una caracteristica de la desregulacién inmunoldgica causada en la infeccidon
por el VIH-1. En estudios en pacientes con SIDA, se han detectado anticuerpos
frecuentemente asociados con desordenes clinicos contra plaquetas, células T vy

nervios periféricos.%2

Se ha postulado que habria varias formas en que los autoanticuerpos podrian
contribuir a la proteccion de la infeccion por el virus.'0 Ciertos tipos de anticuerpos no
neutralizantes podrian bloquear el movimiento de los viriones o de las células
infectadas a través de barreras mucosales, y/o inducir citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (Letvin 2009). Otros tipos de anticuerpos podrian bloquear la formacién
de contactos estrechos entre las células, disminuyendo la eficiencia de la interaccion de
Env con los receptores celulares durante la infeccion por virus libres y durante la

transmision célula a célula.*®

La produccién de anticuerpos hacia componentes celulares se ha asociado a
defectos de las células B en individuos con VIH-1, principalmente en sujetos con alta
carga viral, incluyendo activacion policlonal, hipergamaglobulinemia, induccion de
diferenciacién terminal y niveles incrementados de autoanticuerpos.''® Los mecanismos
posibles de las manifestaciones autoinmunes incluyen: reactividad cruzada entre el
virus y proteinas propias,’® activacion inmunolégica,? mimetismo molecular,3s 149
efectos directos del VIH-1 sobre células endoteliales, sinoviales y células
hematopoyéticas, destruccion de células CD4+ e incrementada actividad citotdxica
junto con expresion aumentada de autoantigenos.® 70 También se ha asociado la
activacion inmunolégica con la produccion de autoanticuerpos y con una frecuencia
disminuida de células T reguladoras, en ausencia de signos de enfermedad

autoinmune.? 93

Una explicacion para la reducciéon en células CD4+ en la infeccion por el VIH-1
ha sido la induccion de anticuerpos anti células T o anticuerpos contra CD4.2" Se han
encontrado autoanticuerpos contra un gran numero de proteinas celulares normales en
individuos infectados por VIH-1. 2! 8 |a infeccion por VIH-1 de las células T podria
llevar a alteraciones en la proliferacion de células B. De igual modo, la infeccion de
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macrofagos por el VIH-1 podria llevar a la produccion aumentada de IL-6, con la
proliferacion resultante de células B. La proliferacion de células B podria eventualmente
llevar la produccion de linfoma a través de cambios cromosdmicos y el establecimiento
de un estado de transformacion. La presencia de antigenos celulares en la superficie de
viriones del VIH-1 o expresados junto con antigenos virales en la superficie de las
células podrian inducir respuestas inmunes contra antigenos celulares normales, %4

llevando a reacciones celulares autoinmunes.'3°

2. Pregunta

¢ Los autoanticuerpos presentes en el suero de pacientes VIH+ afectan la fusion celular
mediada por Env debido a su unién a antigenos presentes en la membrana celular de
los linfocitos T CD4+7?

3. Hipotesis

El efecto del suero en la fusidon celular se debe a la presencia de anticuerpos que

reconocen proteinas de la membrana celular.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general
e Determinar si existe relacion entre el efecto de inhibicion del suero en la fusion

celular con la presencia de autoanticuerpos.
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4.2 Objetivos particulares:
¢ |dentificar sueros de pacientes VIH+ que afecten la fusion celular.

e Determinar si los anticuerpos del suero de pacientes VIH+ se unen a los
antigenos de membrana de las células T CD4+.

e Determinar si hay relacidén entre el estadio clinico del paciente con la presencia
de antigenos de membrana de las células T CD4+ y el efecto del suero sobre la

fusién celular de pacientes VIH+

5. Metodologia

5.1 Materiales

5.1.1 Lineas celulares

Se emplearon las células Jurkat HxBc2, las cuales son una linea celular humana
de Linfocitos T CD4+, que estan transfectadas establemente para la expresién inducible
del complejo de proteinas gp120/gp41 del VIH-1. Estas células contienen un plasmido
que codifica para el activador VP16 del citomegalovirus, fusionado con un represor
dependiente de la tetraciclina, acoplado a una secuencia de resistencia a neomicina.
Contienen una segunda transfeccion, que consiste en un plasmido que expresa a los
genes env y rev de la cepa HxBc2 del VIH-1, acoplados a secuencias operadoras de la
tetraciclina (Cao J. 1996).
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Figura 10. Sistema de la expresion inducible de las glicoproteinas gp120/gp41 de la envoltura del VIH-1.
Esta expresion es inhibida por tetraciclina. Modificado de Cao J. 1996.

5.1. 2 Trazadores lipofilicos fluorescentes

Se emplearon dos carbocianinas lipofilicas: el perclorato de 1,1 -dioctadecil-3,
3,3",3 -tetrametilindocarbocianina (Dil) y el perclorato de 3,3°-
dioctadeciloxacarbocianina (DiO) (Molecular Probes). Estas carbocianinas son
altamente fluorescentes y foto estables cuando se incorporan a la membrana celular.
Se difunden lateralmente por la membrana plasmatica, tinendo a la célula completa. Dil
tiene una fluorescencia roja con energias de activacion y emision 549 y 565 nm,
respectivamente y DiO una fluorescencia verde con energias de activacion y emision de

484 y 501 nm, respectivamente.

Las soluciones de estas carbocianinas se prepararon de acuerdo a las instrucciones
del fabricante con algunas modificaciones: se prepard una solucion de cada colorante a
una concentracion de 3.5 mg/mL en DMSO y se sonicaron brevemente para optimizar

su solubilizacion. Para poder ser empleados en el marcaje de células, se realiz6 una
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dilucion 1:10 de cada colorante con DMSO y se almacenaron en obscuridad a

temperatura ambiente.

5.2 Cultivo celular

Las células se cultivaron en Medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado al 10% con
suero fetal bovino (SFB) (Gibco) inactivado durante 30 minutos a 56° C; al medio se le
adicion6 100 U/mL de penicilina (Gibco) y 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco). En el
caso de las células HxBc2, se cultivaron en RPMI con 4ug/mL de higromicina y 4ug/mL
de geneticina para mantener la presencia del plasmido y con 1ug/mL de tetraciclina,
para reprimir la expresion de las proteinas de Env. Los cultivos celulares se

mantuvieron en una incubadora (Thermo Scientific®) a 37°C y 5% de COa.

5.3 Induccion de la expresion de la proteina Env

Las células HxBc2 se colocaron en un tubo de 50 mL, se centrifugaron a 238
g/3min, se decanté el medio y se realizaron dos lavados con 40 mL de PBS 1x se
centrifugaron a 238 g rpm/3 min para eliminar la tetraciclina e inducir la expresién del
complejo Env. Después de los lavados, las células se colocaron en una botella para
cultivo celular con capacidad de 75 cm2 con filtro (Cell Star de Greiner bio-one®) con
medio RPMI mas los antibidticos geneticina e higromicina a las concentraciones

descritas. El cultivo se mantuvo en una incubadora por 3 dias a 37°C y 5% de CO:a.

5.4 Marcaje de las células con los trazadores lipofilicos

32



Tanto las células HxBc2 previamente inducidas como las células E6 se ajustaron
a una concentracién de 5-15x10° células/mL en RPMI en tubos de 15 mL. Para ajustar

las células se realizé un conteo de la siguiente forma:

Las células se centrifugaron a 238 g/3min, se decanta el sobrenadante y se
resuspendieron en 1 mL del cual se tomaron 5uL de la suspension celular y se
colocaron en un microtubo de 200 pL que contenia 95uL de azul de tripano. Se
colocaron 10uL de esta dilucion 1:20 en un hematocitometro, en el cual se contaron 4

campos Y se calculé un promedio para obtener el numero de células/mL.

A las células EG6 se les agregaron 9uL de Dil de la dilucion 1:10, mientras que a las
células HxBc2 se le agregaron 15uL de DiO de la dilucién 1:10. Después se
resuspendieron las células, cuidadosamente, y se mantuvieron en incubacién por 15
minutos a temperatura ambiente con agitacion moderada y protegidas de la luz. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células se centrifugaron 238 g/3min y se
decantdé el sobrenadante para eliminar el exceso de colorante que no haya sido
incorporado a las células. Se realiz6 un lavado con 8 mL de medio RPMI. Se
centrifugaron nuevamente a 238 g/3min y se desecho el sobrenadante. Finalmente, las
células marcadas se resuspendieron en 1 mL de RPMI y se colocaron en una botella
nueva para cultivo celular con aproximadamente 11 mL de RPMI y se dejaron en
incubacion a 37°C con 5% de COa. La tincidon de las células se realizé un dia antes del

ensayo de fusion.

5.5 Ensayo de fusion celular
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Las células marcadas el dia anterior se centrifugaron 238 g/3min y se ajustaron
las HxBc2 a una concentracion de 2x108 células/mL y las E6 en 2.2x108 células/mL en
medio libre de suero AIM-V (Gibco®).

Las células se repartieron en 6 pozos en una placa de 96 pozos. Se colocaron en
cada pozo 100uL de células a una concentracion final de 0.2x10% / pozo. En tres de
estos pozos se realizé una pre-incubaciéon con Enfuvirtida® (también conocido como T-
20), es un péptido inhibidor de la fusién y la infeccion del VIH-1; esta conformado de 36
aminoacidos que se une a una region de la glicoproteina gp41 de la envoltura de VIH-1

que esta involucrada en la fusién del virus con la membrana de la célula

CD4+. Se colocaron en estos tres pozos 10uL de una diluciéon 1:100 de T20 en
medio AIM-V, el cual tiene un efecto de inhibicion en la fusidn celular dependiente de
Env, y se incubo la placa por 15 minutos a 37°C y 5% de COx2. Posterior a la incubacion
se agregaron en los 6 pozos 90 uL de células E6 (0.2X10° células). En la placa también
se colocaron 200 pyL de células HxBc2 para ser el control de la fluorescencia del
colorante DiO (verde) y en otro pozo 200 pyL de células E6 para control de la
fluorescencia de Dil (roja) asi como también se coloco un pozo con 200uL de células E6
sin marca, es decir, libres de colorantes. La placa se incubo por 5 hrs a 37°C y 5% de

COz2 para permitir la fusion.

5.6 Proceso de fijacion con paraformaldehido (PFA) al 2%

Al finalizar la incubacién, se cosechod el cocultivo de cada pozo y se transfirié a
un tubo FACS (BD®) de 2 mL que contenia 1 mL de PBS 1X frio, se centrifugaron a
238 g/3min a 4°C, se decanto el sobrenadante y se resuspendieron las células con 500
ML de PBS 1X frio y 500 uL de PFA al 4%. Se incubaron por 20 minutos en bafo de
hielo y se resuspendieron las células cada 8 min. Después de la incubacién de 20

minutos, las células se centrifugaron a 238 g/ 3 min a 4°C, se decantd el sobrenadante
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y se resuspendio el boton celular con 1mL de PBS 1X frio. Se analizaron por citometria

de flujo en el Citometro Attune (byLifetechnologies®).

Placa:
1 2 3 5 6 7 8 10 1 12

A | F1 | F2 | F3 T20 | T20 | T20

B

C R R \% Sm Sm

D

E

F

G

H

Sm, células sin marca. F, control positivo de fusion. T20, control negativo de fusion. V, células Hx. R,

células EG6.

5.7 Muestra de suero de sangre periférica de donadores sanos y pacientes VIH+

Se realizé un estudio transversal con 20 pacientes VIH+ y 20 donadores sanos

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zurbiran”. Las

muestras de los pacientes se recolectaron desde marzo 2014 a diciembre del 2014.

Todos los sueros recolectados provenian de hombres adultos y sin tratamiento anti-

retroviral hasta antes de la toma de muestra, en el caso de pacientes VIH+.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion. EI consentimiento informado se obtuvo de todos los pacientes y

donadores sanos.

5.8 Preparacion de las diluciones del suero de los pacientes
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Se realizaron las diluciones 1:2 y 1:5 del suero debido a que se quiso mantener
un volumen fijo para todos los ensayos de fusion y al igual que un volumen de suero
fijo, con la finalidad de igualar las condiciones del ensayo, debido a esto y al considerar
los volumenes finales fue necesario realizar las siguientes diluciones del suero para

obtener al final las concentraciones deseadas (1:10, 1:20 y 1:50).

Dilucion Suero Medio AIM-V
(bL) (bL)
1:10 10 | -
1:2 8 8
1:5 3 12

5.9 Efecto de los sueros de pacientes VIH+ y donadores sanos en la fusién celular

Para determinar el efecto de los sueros de pacientes VIH positivos y suero de

donadores sanos, se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

1. Se realizé la induccion de 10x106 células HxBc2 por 3 dias.
2. Las células Hx se marcaron con DiO 1:10 con 15uL/mL.

Las células E6 se marcaron con Dil 1:10 con 8 uL/mL.

Ensayo de fusion

3. Se realizo el conteo de células E6 y se ajustaron a 2.2x10% en 1 mL de medio
AIM-V.

4. Se realizo el conteo de células Hx y se ajustaron a 2x108 en 1 mL de medio AIM-
V.

5. Se tomaron 90uL de células E6 y se transfirieron a un pozo de una placa de 96

pozos y se agregd 10uL de suero de los pacientes o donadores sanos. La
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dilucién final del suero de pacientes o donadores sanos en el pozo es de 1:10.
Se realizaron dos replicas por cada dilucién de suero.

6. Se colocaron 90uL de células E6 en otro pozo de la misma placa mas 10uL de
suero con diluciéon 1:2. La dilucién final del suero de pacientes o donadores
sanos en el pozo es de 1:20.

7. Se colocaron 90uL de células E6 en otro pozo mas 10uL de suero dilucion 1:5.
La dilucion final del suero de pacientes o donadores sanos en el pozo es de 1:50.

8. Se colocaron 90uL de células E6 en otro pozo mas 10uL del anticuerpo anti-CD4
dilucion 1:2.

9. La placa se incubd durante 40 min 37°C y 5% COa.

10.Se colocaron 100uL de células Hx en un pozo mas 10 uL de T20 dilucién 1:100.

11.Se Incubaron por 15 min 37°C y 5% CO..

12.Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de las células E6 con los sueros, se
les agregaron 100uL de las Hx a cada pozo.

13.Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de las células Hx con T20, se
agregaron 90uL de E6 en el pozo.

14.Se colocd en un pozo 90uL de Hx mas 10uL de Medio AIM-V mas 100uL de EG6.

15.La placa completa se incubd por Shra 37°C y 5% COa.

16.Se tomo en contenido de cada pozo y se colocd en un tubo independiente cada
uno y se fijaron las células con PFA 2%.

17.Se analizaron los tubos por Citometria de Flujo.

Placa:
1 2 3 4 |5 6 7 89 10 1112
1
A | S1:10 S1:10 | S1:10 T20 | T20 | T20
B | S1:20 S1:20 | S1:20 F F F
C | S1:50 S1:50 | S1:50 Ac Ac Ac
D R R \% \% Sm | Sm
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5.10 Inmunofluorescencia indirecta

-Se tomaron las células E6 en un tubo de 15mL, se centrifugaron a 238 g/ 3 min.

-Se realizaron dos lavados con PBS 0.1% azida frio.

-Se contaron las células y se ajustaron a 500,000 en 200pL.

- Por cada suero de donador o paciente VIH+ se colocaron en una placa de 96 pozos:

e En 2 pozos se colocaron 180uL de células E6 mas 20uL de la dilucién del suero 1:10.

e En 2 pozos se colocaron 180uL de células E6.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11| 12
A |S1|S1|S5|S5]| S9 | S9 D2 | D2 | D6 | D6
B Sm | Sm
C | S2 | S2 | S6 | S6 F F D3 | D3 | D7 | D7
D
E | S3|S3|S7|S7|T20|T20 D4 | D4 | D8 | D8
F
G |S4|1S4|1S8|S8| R V |D1|D1|D5|D5|D9 | D9
H

S, suero de paciente VIH+. D, suero de donador sano. F, control positivo de Fusion. T20, control negativo de fusion.
R, control de DiO-células E6, V, control de Dil-células Hx, Sm, Células sin marca.

-Se Incubaron por 40 minutos a 4°C.

-Se realizaron dos lavados con PBS 1x 0.1% azida, mediante centrifugacion a 238

g/3min.

-Se resuspendieron las células en 190uL de PBS 1X + Azida mas 2%FBS.
-Se agregaron 10 uL de Ac anti-human IgG Fc en cada pozo.

-Se Incubaron por segunda vez a 4°C y oscuridad durante 45 minutos.

-Se coloco el contenido de cada pozo en tubos Facs etiquetados previamente.

-Para eliminar el anticuerpo no unido, se realizaron dos lavados de 500uL de PBS 1x

mas 0.1% azida.

-Se resuspendieron en 500uL de PBS 1X mas 500uL de PFA 4%.

-Se incubaron por 20 minutos y se realizé un ultimo lavado después del periodo de

incubacion, se centrifugaron a 238 g/3 min.
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-Finalmente el pellet celular se resuspendié en 1mL de PBS 1x para su posterior
analisis por citometria de flujo.

5.11 Citometria de flujo

Los cocultivos se analizaron en un citometro de flujo modelo Attune y con el
programa AttuneCytometricSorfware version 4.2.5 (Lifetechnologies). Para ajustar la
compensacion, se emplearon células marcadas no cocultivadas. Se capturaron 10,000
eventos de cada tubo, con registro de grafico de puntos de tamafo (FSC-H) contra
granularidad (SSC-H) y fluorescencia verde (DiO, FL1-H) contra fluorescencia roja (Dil,
FL2-H). El porcentaje de inhibicidon se calculé con respecto a la fusion obtenida en

cocultivo de las células HxBc2-E6 en ausencia de inhibidor o suero.

Para cuantificar el efecto de los sueros de los donadores sanos y pacientes VIH+

en la fusion celular en forma de porcentaje se empled la siguiente formula:

El porcentaje del efecto de los sueros en la fusion celular respecto al control positivo

(cocultivo sin suero), se calculé con la siguiente formula:

Efecto = 100 — ( promedio fusién muestra X100 )

promedio fusion del control positivo
Donde:

-promedio fusidn muestra: es el promedio del porcentaje de células fusionadas en los

duplicados de cada suero.

-promedio fusién del control positivo: es el promedio del porcentaje de células
fusionadas en los duplicados del control positivo.

El indice de células positivas se calculdé de la siguiente manera: se realizaron
duplicados para cada suero, se obtuvo el promedio de estos duplicados y el promedio

de los duplicados para el control negativo y se aplicé la siguiente formula.
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dup —control neg

indice de particulas =2
controlneg

-prom. dup: promedio del porcentaje de células positivas de los sueros de donadores y

pacientes VIH+

-control neg: promedio del porcentaje de células positivas del control negativo.

5.12 Pruebas estadisticas

Se realizé la prueba t-Student para saber si existia diferencia significativa entre
las medias del efecto de inhibicion de la fusién celular o el indice de unién a particulas

de pacientes VIH+ y donadores sanos.

También se empled el analisis de correlacion lineal para saber si el efecto de
inhibiciéon en la fusién celular o el indice de particulas positivas se asociaban con la

cuenta de linfocitos T CD4+ o la carga viral de los pacientes VIH+.

6. Resultados

6.1 Caracterizacion y cuantificacién de la fusidn celular por citometria de flujo.

Con el propdsito de cuantificar la proporcion de células fusionadas directamente
por citometria de flujo, se emplearon dos colorantes lipofilicos fluorescentes

denominados Dil y DiO de fluorescencia roja y verde, respectivamente.

Las células marcadas (Hx con DiO y E6 con Dil) se colocaron en cocultivo
durante 5 horas para permitir la fusién. Para todos los experimentos de fusion, se
colocaron las células Hx transfectadas inducidas por tres dias para que expresaran Env
en cocultivo con las células E6 (no transfectadas), que expresan los receptores CD4+ y

CXCR4+. Los cocultivos Hx-E6 se realizaron en una proporcién 1:1 en el numero de
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células. Estos experimentos se efectuaron con un medio especial libre de suero fetal
bovino AIM-V (Gibco).

En el analisis por citometria de flujo, la fluorescencia verde (DiO) se leyd en el
canal BL1, mientras la fluorescencia roja (Dil) se leyo en el canal BL2. La figura 11 C) y
D) muestra que los productos de fusion se detectaron como particulas con fluorescencia
mixta. El porcentaje de fluorescencia mixta fue de 12 a 18 % aproximadamente, de la

poblacion total, después de 5 horas de cocultivo (C).

En cada placa se colocé un control positivo (figura 11, C) y negativo (figura 11
D). El control positivo consistia de un cocultivo de células E6 y Hx por 5 horas. El
control negativo consistia de células Hx y E6 a cocultivar en presencia del inhibidor T20,
el cual previamente se incubd por 15 minutos unicamente con las células Hx y después
se agregaron las células E6 para el cocultivo de 5 horas; todo esto para observar un

efecto de inhibicion en la fusiéon celular.

Los resultados se analizaron en el Software de Attune version 1.2.5.
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A) Cocultivo Hx mas E6 B) Cocultivo Hx - E6y T20
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Figura 11. Graficos de puntos de la fusién entre células Jurkat HXBc2 expresando el complejo Env
funcional y células Jurkat E6 no transfectadas. A), B) se muestran los graficos de tamafio contra
granularidad y se ve claramente que el cocultivo donde ocurren las fusiones muestra mayor tamafio y
granularidad que el cocultivo donde se estd inhibiendo la fusion celular. C) y D) graficas de fluorescencia
y se indica el porcentaje de célula con fluorescencia mixta.

En los pozos donde se agregd T20 (figura 11, D), se produjo entre el 1 y 3% de
células doblemente positivas para la fluorescencia verde y la fluorescencia roja; estas
células doblemente fluorescentes no correspondian a células fusionadas, sino a
agregados celulares, ya que no presentaron la transferencia de energia (FRET) que

ocurre del colorante lipofilico Dil al colorante lipofilico DiO."
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6.2 Efecto del suero sobre la fusiéon celular.

Las células E6 se preincubaron 40 minutos a 37° y 5% CO2 con el suero de los
pacientes VIH+ o de donadores sanos, a las diluciones 1:50, 1:20 y 1:10 en una placa
de 96 pozos. Posteriormente, se le agregaron las células HxBc2 y se cocultivaron por 5
horas. Se incluyeron controles de fusién sin suero y de inhibicion de la fusion celular
con anticuerpo anti-CD4 y T20. En la figura 12 se ilustran la dilucion 1:10, que fue la
concentracion donde se observd con mayor facilidad el efecto de los sueros sobre la

formacién de los sincicios.

r o Cocuqu con anti-CD4 b) Fusion
i 1.8% - 15w
& =
ﬁ' \’g‘ - ' g "
c)  Inhibicion d)  Promocion  e) Ausencia de efecto
e 92% “ ': o e 12% o
13.4%

| As O A G

DiO-fluorescencia verde

Dil-fluorescencia roja

v

Figura 12. Graficas que representan la fluorescencia verde vs fluorescencia roja las imagenes a) cocultivo
de células E6 y Hx con anti-CD4 como control negativo. b) muestra el control positivo de fusion: cocultivo
de E6 y Hx. c), d) y e) muestran el tipo de efecto que presentaron los sueros c) VIH 7, presenté un efecto
inhibitorio en fusién celular), d) VIH 4, promovié la fusién celular y €) VIH 1, que no presentdé ningun
efecto sobre la fusidén celular. Todos estos efectos se seleccionaron de acuerdo con el porcentaje de
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particulas con fluorescencia mixta presentes en la regién R3 de cada grafica. La parte superior presento
B) control positivo (fusién) y A) control negativo (anti-CD4).

Se ensayaron los sueros a tres diluciones. Los sueros tuvieron dos efectos sobre
la fusion celular (figura 12): inhibicidn (figura 12, c) o promocion (figura 12, d), y también
ausencia de efecto (figura 12, e). Se observéd que la dilucién 1:10 de todos los sueros
de pacientes y donadores sanos fue la que mas contribuyé con algun efecto sobre la

fusion celular.

Para comparar el efecto de los sueros sobre la fusion celular, se empled la
dilucion 1:10 de cada suero (figura 13). En el caso de los sueros de los pacientes VIH+,
se observo que todos los sueros inhibieron la fusion celular. 18 de 20 sueros inhibieron
la fusion celular en un porcentaje mayor al 10%. La maxima inhibicién se observo con el
suero identificado con el numero 19, con un efecto de inhibicién de 47.1% respecto al
control positivo, mientras que unicamente los sueros 11 y 12 presentaron un porcentaje

de inhibicion menor al 5%.

Para los sueros de los donadores sanos, encontramos que 9 de 20 sueros (45%)
presentaron un efecto de promocion sobre la fusion celular. El efecto de inhibicidon se
presenté en 11 de 20 sueros (55%) de los sueros, dentro de los cuales 3 sueros (15%)
presentd un porcentaje de inhibicion menor al 10%, mientras que 8 sueros (40%)
presentd un porcentaje de inhibicion mayor al 10%. La maxima inhibicion se observo
con el suero del donador sano identificado con el nUmero 8, con un efecto de inhibicidn
de 19.3%.
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Figura 13. Efecto del suero de donadores y pacientes VIH positivos (dilucion 1:10) sobre la fusion celular.

Mediante la prueba de t-Student se encontré una diferencia significativa entre las
medias del efecto de los sueros de donadores sanos respecto a los pacientes VIH+
(figura 14). Se encontrd que existe una diferencia significativa entre la media del efecto
de inhibicion de la fusion celular en los sueros de donadores sanos y la media de los

sueros de pacientes VIH+.
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Figura 14. Se representa el porcentaje de inhibicién que obtuvo cada suero con la dilucién 1:10 de ambos
grupos. Cada grupo contiene 20 sueros. El promedio del porcentaje de inhibicion de la fusion celular para
el grupo de los sueros de los donadores sanos fue de 1.795 + 2.659 error estandar de la media (EEM),
mientras que para el grupo de los pacientes VIH+ fue de 19.51 + EEM (p<0.0001).
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6.3 Inmunofluorescencia indirecta de los sueros de los pacientes y de los donadores
sanos

Se realizaron Inmunofluorescencias indirectas, para las cuales se hizo la
suposicion de que el anticuerpo primario se encontraba presente en el suero de los
donadores sanos o pacientes y como anticuerpo secundario se empled un anticuerpo
Anti-lgG humana acoplado a Isotiocianato de fluoresceina (FITC) (BD®), el cual es un

fluorocromo que emite una fluorescencia verde.

Las células E6 se incubaron por 40 minutos con el suero de los individuos a una
concentracion 1:10 a 4°C, posteriormente se les agrego el anticuerpo secundario, el
cual se incubo por otros 45 minutos. Se realizaron lavados y las células se fijaron con

PFA al 2% concentracion final.

Se realizé inmunofluorescencia indirecta para saber si los sueros de los
individuos VIH+ contenian anticuerpos que se unen a antigenos propios expresados en
la membrana de los linfocitos T CD4+ y relacionar la posible existencia de estos

anticuerpos con el efecto sobre la fusidn celular y con el estadio clinico.

El analisis de la inmunofluorescencia se realiz6 por citometria de flujo; cada
suero se probd por duplicado. El analisis de estos resultados consistio en seleccionar el
porcentaje de células positivas para FITC (figura 15, ¢ y d), dado que la célula que
presentara una fluorescencia positiva para FITC nos indicé que a estas células se unio
un anticuerpo, en este caso una inmunoglobulina IgG, presente en el suero del paciente
o donador sano. Ademas del porcentaje de células positivas para FITC, se tomd en
cuenta la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) que se genera partir de la regién

seleccionada como positiva para FITC de cada suero de paciente o donador sano.

Posteriormente, se obtuvo un indice del nimero de veces que aumentd el
porcentaje de células positivas para FITC y un indice del numero de veces que
aumentd la IMF con respecto al control negativo, el cual contenia unicamente células

E6 mas el anticuerpo secundario (anti-lgG humana).
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Figura 15. Grafica representativa del ensayo de inmunofluorescencia. a) control negativo (células E6 + Ac
secundario), b) células sin marca c) suero de un donador sano que presenté en la regién R2, (positiva
para FITC), un 0.75% de células positivas, mientras que en d) se muestra el suero de un paciente VIH+
con 42.6% de células positivas para FITC.

Se realizé la prueba t-Student para observar si existia alguna diferencia
significativa entre la media de las particulas positivas de los sueros de donadores sanos
y de los pacientes VIH+ (figura 16). Se encontré que existe diferencia significativa entre
la media del indice del porcentaje de particulas positivas del suero de donadores sanos

y la media de los sueros de pacientes VIH+.
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Figura 16. Grafica que el indice del porcentaje de particulas positivas, el cual representa la unién de
anticuerpos presentes en los sueros a moléculas de la membrana de las células E6. La media del indice
de particulas positivas para el grupo de donadores sanos fue de 3.207 + 0.7087 EEM, mientras que la
media de los pacientes VIH+ fue de 45.96 + 12.53 EEM (p=0.0016). Se concluyd que si existe diferencia

significativa.

El efecto de los sueros en la fusién celular, el porcentaje de particulas positivas,

cuenta de CD4+ y carga viral se muestran en las tablas 1y 2.

Tabla1. Recopilacién de los datos obtenidos en los ensayos de fusiéon celular, inmunofluorescencia
indirecta de los pacientes VIH+ y datos clinicos de conteo de CD4 y carga viral.

indice del
Promedio Promedio del promedio CD4 Carga Viral
del % %células del % de (cel/luL) | (copias/mL)
ID Inhibicion positivas particulas
fusion positivas
celular
VIH 1 19.3+1.1 20.91+ 2.7 133.04 469 67,700
VIH 2 36.8+0.2 1.77 £ 0.51 10.35 653 575,164
VIH 3 222+0.3 13.65+ 0.21 86.50 60 417,000
VIH 4 19.6+0.3 1.34 +0.09 68.23 679 14,600
VIH 5 19.3+1.1 0.56 + 0.03 0.17 826 3,870
VIH 6 19.6£0.2 55.96 + 0.56 116.80 619 5,600
VIH 7 26.2 £ 0.1 445+ 0.49 135.92 479 2,337
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VIH 8 9.5+0.6 71.58 £ 0.22 149.68 604 4,599
VIH 9 16.1 £ 0.1 1.44 +0.15 8.20 557 6,529
VH 10 10104 1.26 £ 0.27 7.08 188 33,584
VIH 11 3.9+0.1 3.37+0.7 4.96 344 89,608
VIH 12 3.9+0.8 1.28 £ 0.46 1.70 379 161,852
VIH 13 16.2+0.3 2.80 + 0.91 3.95 454 67,179
VIH 14 251+0.3 401273 6.10 527 144,041
VIH 15 18.1+0.4 72.06 + 12.38 126.54 478 3,985
VIH 16 13.0+0.7 1.46 + 0.51 2.07 503 28,201
VIH 17 23.7+0.3 13.79 £2.15 28.03 690 19,694
VIH18 20.0+0.9 1.42 +0.15 1.98 436 615,383
VIH 19 47.1+1.0 8.27 £ 1.69 16.40 509 19,453
VIH 20 20404 7.08 £ 0.62 11.54 324 61,987

Tabla 2. Recopilacion de los datos obtenidos en los ensayos de fusién celular e inmunofluorescencia
indirecta en los sueros de los donadores sanos.

Promedio | Promedio indice del
ID del % del promedio del
inhibicién %células %particulas
fusion positivas positivas
celular
DON 1 21+0.6 0.86 £ 0.04 0.87
DON 2 -21+1.0 1.47 £ 0.5 9.45
DON 3 -0.9+01 0.17 £ 02 0.17
DON 4 16.3+1.0 0.37£0.2 2.30
DON 5 7.9+0.1 0.90+0.7 5.78
DON 6 6.5+0.3 0.78+0.7 5.01
DON7 13104 0.93+0.5 5.97
DON 8 19.3+0.6 0.69 + 0.07 443
DON 9 10.2+0.8 0.85+0.6 5.45
DON 10 14.9+0.3 0.54 + 0.07 3.44
DON 11 -95+11 1.76 £ 0.2 11.28
DON 12 -714+26 0.58+0.2 1.03

49



DON 13 -6.5+1.0 0.80 £ 1.42
0.006
DON 14 -10.1+£04 | 2.37+0.08 -0.02
DON 15 4526 1.79+0.8 3.17
DON 16 14 +0.5 0.54+ 0.14 0.95
DON 17 -2.20 = 1.08 + 0.45 1.91
DON 18 8.6+0.2 0.22+0.12 0.39
DON 19 -22.90+0.9 | 0.35+0.10 0.20
DON 20 -19.90 = 0.5+0.29 0.89

Para determinar si la union a los anticuerpos presentes en los sueros de los
pacientes y donadores sanos estaba asociado a algun proceso autoinmune de
relevancia clinica, a 20 sueros de VIH+ y a 15 de 20 sueros de donadores sanos se les
realizé un perfil autoinmune clinico que consistia en identificar tres patrones de

autoinmunidad; nuclear, citoplasmico y filamentos intermedios.

El perfil se realiz6 en el laboratorio del Dr. Luis Guillermo Llorente Peters,
Investigador en Ciencias Médicas del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran. Recibimos resultados de tres patrones, que se muestran en la tabla
3. Se consideraron los valores de referencia de la tabla 3 para designar si el donador o
paciente presentaba un perfil de autoinmunidad positivo 0 negativo en cada patrén

estudiado. Los resultados del estudio se muestran en la tabla 4.

Tabla 3. Valores de Referencia del titulo de anticuerpos presentes en el suero dirigidos a los patrones
estudiados en el perfil autoinmune en la poblacion mexicana, tomada de los reportes del laboratorio del
Dr. Llorente del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Valores de referencia
(Poblacién Mexicana)

MF 6 MG <1:160

Nuc <1:40
Cit <1:80
Fl <1:160
Mit <1:160
Gol <1:80
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Tabla 4. Resultados del perfil autoinmune de los donadores sanos y pacientes VIH+.

Patron Patrén
ID nuclear pos/neg citoplasmico pos/neg
Control 1 MF 1:80 neg - neg
Control 2 MG 1:160 neg Cit 1:80 neg
Control 3 MG 1:80 neg Cit 1:40 neg
Control 4 MF 1:160 neg Cit 1:40 neg
Control 5 MF 1:160 neg - neg
Control 6 MF 1:160 neg Cit 1:40 neg
Control 7 MF 1:80 neg - neg
Control 8 MF 1:80 neg Mit 1:40 neg
Control 9 MF 1:80 neg Cit 1:40 neg
Control 10 MF 1:160 neg Cit 1:80 neg
Control 11 MF 1:160 neg Cit 1:40 neg
Control 12 MG 1:160 neg Cit 1:40 neg
Control 13 MG 1:160 neg Cit 1:80, Mit 1:80 neg
Control 14 MG 1:320 pos Cit 1:40 neg
Control 15 MG 1:80 neg - neg
VIH 1 MG 1:160 neg Cit 1:80 neg
VIH 2 MF 1:320 pos Cit 1:320, FI 1:160 pos/neg
VIH 3 MF 1:640 pos Cit 1:320, FI 1:320 pos/pos
VIH 4 MF 1:320 pos Cit 1:160, FI1 1:320 neg/pos
VIH 5 MG 1:80 neg Cit 1:40 neg
VIH 6 MF 1:320 pos Cit 1:160 pos
VIH7 MF 1:80 neg Cit 1:40 neg
VIH 8 MF 1:160 neg Cit 1:40 neg
VIH 9 MF 1:320 pos Cit 1:160, FI 1:80 pos/neg
VIH 10 MF 1:160 neg Cit 1:80 neg
VIH 11 MG 1:80 neg Cit 1:80, Gol 1:80 neg/neg
VIH 12 MG 1:160 neg Cit 1:80 neg
VIH 13 MF 1:320 pos Cit 1:160, FI 1:160 neg/neg
VIH 14 MF 1:160 neg Cit 1:80, F1 1:80  neg/neg
VIH 15 MF 1:320 pos Cit 1:160, FI 1:80 neg/neg
VIH 16 MF 1:80 neg - neg
VIH 17 MF 1:80 neg - neg
VIH 18 Nuc 1:80 pos Cit 1:40 neg
VIH 19 MF 1:80 neg Cit 1:40 neg
VIH 20 MF 1:320 pos Cit 1:80 neg
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Tabla 5. Patrones del perfil autoinmune obtenido de los sueros de los donadores sanos y los pacientes

VIH+.
Tipo de suero Patrén nuclear (+) Patrén Filamentos
citoplasmico(+) intermedios
Donador 1/15 0/15 n.t.
VIH+ 9/20 4/20 2/20

Resumen de los resultados del perfil autoinmune de acuerdo a los patrones determinados y la relacion
positivo/negativo de cada grupo.

Los resultados se ordenaron bajo un cédigo numérico, donde cero fue negativo
para todos los patrones del perfil autoinmune y uno fue positivo para al menos un
patrén del perfil autoinmune. Posteriormente, se realiz6 una sumatoria para agrupar
aquellos que presentaban por lo menos un valor en los diferentes patrones del perfil en
adelante contra aquellos que no lo presentaban. Finalmente, los resultados del perfil se
ordenaron de menor a mayor, es decir, aquellos que no presentan ningun valor (cero)
en ningun patron del perfil y por lo tanto no presentaron autoinmunidad a los que
presentan un valor (= 1) en uno o mas patrones del perfil autoinmune, por lo tanto

presentaron un perfil de autoinmunidad positivo.

Tabla 6. Pacientes VIH+ y donadores sanos ordenados de acuerdo a los valores que presentan en cada
patron del perfil autoinmune.

Promedio | indice del | indice del
del % promedio | promedio | Nuc | Cit | FI | Mit | Gol | Suma
Grupo inhibicién del % de de la
fusion particulas | mediana
celular positivas de IMF
mediana
VIH 1 19.3 £1.1 133.04 3.79 0 0 0 0 0 0
VIH 5 19.3+ 1.1 5.28 5.16 0 0 0 0 0 0
VIH7 26.2+0.1 135.92 14.06 0 0 0 0 0 0
VIH 8 95+0.6 34.38 4.57 0 0 0 0 0 0
VH 10 10.1+04 7.08 15.48 0 0 0 0 0 0
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VIH 11 3.9+0.1 4.96 10.64 0 0 0
VIH 13 16.2+0.3 3.95 31.27 0 0 0 0 0 0
VIH 15 18.1+0.4 126.54 7.27 0 0 0 0 0 0
VIH 16 13.0+ 0.7 21.46 8.82 0 0 0 0 0 0
VIH18 20.0£22 0.96 15.93 0 0 0 0 0 0

VIH 20 204104 11.53 4.78 0 0 0 0 0 0
DON 1 -21+£0.5 26.38 0.34 0 0 0 0 0 0
DON 2 -21+£1.0 9.45 12.76 0 0 0 0 0 0
DON 3 -0.8+0.1 5.15 0.19 0 0 0 0 0 0
DON 4 16.3+0.5 2.36 0.05 0 0 0 0 0 0
DON 5 7907 5.78 0.12 0 0 0 0 0 0
DON 6 6.5+3.5 5.01 0.14 0 0 0 0 0 0
DON 7 13.0+0.8 5.97 -0.02 0 0 0 0 0 0
DON 8 19.3+23 4.43 17.21 0 0 0 0 0 0
DON9 10.2+1.6 5.45 0.29 0 0 0 0 0 0
DON 10 149+13 3.44 0.17 0 0 0 0 0 0
DON 11 -95+11 11.28 4.90 0 0 0 0 0 0
DON 12 -14+26 1.03 11.28 0 0 0 0 0 0
DON 13 -6.5+1.0 1.42 7.77 0 0 0 0 0 0
DON 15 45+26 3.17 6.27 0 0 0 0 0 0
VIH 12 39108 1.70 3.76 1 0 0 0 0 1
VIH 14 251+0.3 6.10 13.54 1 0 0 0 0 1
VIH 17 23.7+22 1.09 21.47 1 0 0 0 0 1
VIH 19 471+0.6 75.41 4.64 1 0 0 0 0 1
DON14 | -101+£04 4.19 6.73 1 0 0 0 0 1
VIH 2 36.8 + 023 10.35 4.02 1 1 0 0 0 2

VIH 4 19.6 £ 0.3 68.23 24.92 1 0 1 0 0 2

VIH 6 19.6 £ 0.2 51.44 5.43 1 1 0 0 0 2

VIH 9 16.1+£0.2 8.20 5.07 1 1 0 0 0 2

VIH 3 222+0.3 86.47 3.91 1 1 1 0 0 3

g

Perfil autoinmune: Nuclear (Nc), citoplasmico (Cit), flamentos intermedios (FI), mitocondrial (Mit) y golgi

(Gol).
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Al relacionar el perfil autoinmune de cada paciente con el porcentaje de inhibicion
de la fusion y el indice del porcentaje de particulas positivas, se observaron
agrupaciones distintivas, esto es, un grupo conformado por donadores y pacientes VIH+
que presentaron al menos un patron positivo en el perfil autoinmune. También se
observaron otros donadores sanos que no presentaron perfil de autoinmunidad, aunque
si presentaron un porcentaje de inhibicion de la fusién celular alto. Por lo tanto, los
autoanticuerpos presentes en el suero de estos pacientes no se relacionaron con algun

perfil autoinmune.

Posteriormente se analizdé la relacion entre la presencia de un perfil de
autoinmunidad y el efecto de inhibicion de la fusion celular en los sueros de donadores
sanos y pacientes VIH+ (figura 17). Se observo que 18 de 20 sueros (90%) presentaron
un porcentaje de inhibicion mayor al 10%, mientras que en los sueros de los donadores
sanos 3 de 15 sueros (33%) presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 10%. 6

de 15 sueros (40%) de los sueros de los donadores sanos, promovieron la fusion

celular.
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Figura 17. Porcentaje de inhibicién de la fusion celular en los sueros de donadores sanos y VIH+. Cada
punto representa un donador o un paciente VIH+. Sanos que no presentaron perfil autoinmune (rojo),
donadores sanos con perfil autoinmune (violeta), pacientes VIH+ que presentaron un perfil autoinmune
(verde) y pacientes VIH+ sin ningun perfil autoinmune (azul).
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Al graficar el indice del porcentaje de unién a particulas positivas (figura 18), se
observo que 7 de 20 sueros de los pacientes VIH+ (35%), presentaron un indice del
porcentaje de particulas positivas mayor a 60. Un suero de 20 (5%) presentd un indice
mayor a 20 veces en el aumento del porcentaje de células positivas con respecto al
control, mientras que 19 de 20 sueros (95%) obtuvieron un indice menor a 10 veces. En
el caso de los individuos VIH+, se observaron 11 de 20 sueros (58%) que presentaron
un indice menor a 20 veces y , 8 de 20 sueros (42%), tuvieron un indice de aumento
mayor a 20 veces en el porcentaje de células positivas con respecto al control (figura
18).
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Figura 18. indice del porcentaje de células positivas en sueros VIH+ y donadores sanos, respecto al
control. Donadores sanos sin perfil autoinmune positivo (rojo), donadores sanos que presentaron por o
menos un perfil positivo de autoinmunidad (violeta) y en el caso de pacientes VIH+, azules para aquellos
que no presentaron autoinmunidad y verdes para los que si la presentaron. Se observé que los
donadores sanos solo tuvieron un aumento maximo de 40 veces con respecto al porcentaje de células
positivas, mientras que los VIH+ tuvieron un aumento mayor a 150 veces.

Se analiz6 la relacién entre la unidén de los autoanticuerpos y su efecto en la
fusién celular. Se distinguidé cada paciente segun su perfil autoinmune. 8 de 20 sueros
VIH+ (42%) presentaron una relacion entre el porcentaje de inhibicion de la fusion
celular y el aumento en el indice de particulas positivas, es decir, a mayor porcentaje de
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inhibicion, mayor el numero de veces que aumento el porcentaje de particulas positivas
(figura 19, son los 6 puntos del lado derecho de la figura). El perfil autoinmune no se
asocio con el porcentaje de inhibicion de la fusion celular. Por otra parte, los sueros de
los donadores sanos no presentaron relacion alguna entre el porcentaje de inhibicion de

la fusion celular y el indice de particulas positivas.

Por parte de los sueros de los donadores sanos, se observaron dos grupos: uno
en el cual 15 de los sueros inhibieron la fusion celular y otro en el que 5 sueros
promovieron la fusion celular (figura 19). Solo el donador sano identificado con el
namero 14 presento un perfil autoinmune y promovié la fusion celular en un 10%
(morado). Como ya se dijo antes, el perfil autoinmune no presentd asociacion ni con el

efecto de los sueros sobre la fusion celular, ni con el indice de unién a particulas

positivas.
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Figura 19. Relacion entre la fusion celular y el indice del porcentaje de particulas positivas.
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6.4 Actividad del suero y su relacién con los parametros clinicos de la infeccién.

Con los datos que se proporcionaron en la tabla 1, se determiné la relacion entre
el efecto del suero sobre la fusién celular y los principales indicadores de progresion a
SIDA: cuenta de linfocitos T CD4+ y carga viral. Con el objetivo de saber si los
pacientes VIH+ presentaron una relacion inversa entre la carga viral y cuenta de células
CD4+ que suele ser una relacion indicativa para estado clinico del paciente.En la figura
20 se muestra la relacion entre la cuenta de CD4+ y la carga viral de los pacientes
VIH+,
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Figura 20. Relacion entre la carga viral y la cuenta de Linfocitos T CD4+ de pacientes VIH. Se observé
una tendencia inversa entre el numero de células CD4+ y la carga viral, pero sin relacion significativa
(p=0.297, r=0.06).

6.4.1 Relacion entre la union de anticuerpos del suero a antigenos de la membrana
celular y la carga viral.

Se expreso la union de anticuerpos del suero a antigenos de la membrana

celular, como un indice del porcentaje de células positivas (figura 21). 7 de los 20
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sueros que presentaron elevado indice del porcentaje de particulas positivas tenian
baja carga viral. Unicamente dos sueros que tenian carga viral baja presentaron un bajo
indice de unién. Los sueros restantes presentaron un indice variable (nulo, bajo u alto) y
tenian una carga viral elevada. 2 sueros presentaron un elevado indice, 3 sueros

presentaron un nulo indice y 5 presentaron un bajo indice del porcentaje de particulas
positivas.
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Figura 21. Relacion entre el indice de particulas positivas y la carga viral. Se realizé una prueba de
correlacion la cual no fue significativa (p=0.3068, r=0.057).
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Figura 22. Relacion entre el efecto de inhibicion de los sueros VIH+ con la carga viral. La correlacion
lineal no fue significativa (p=0.337, r=0.051).

6.4.2Relacion entre el efecto de inhibicion de la fusidn celular y la carga viral.

Se observo que el nivel de la carga viral era variable entre los diferentes sueros de
los pacientes VIH+ (figura 22). El intervalo del efecto de inhibicion de la fusion celular
para todos los sueros fue del 10 al 30%, sin relacion con la carga viral. Los sueros de
los pacientes 11 y 12 presentaron una inhibicion de la fusion menor al 10%, el suero 19
presentd el efecto de inhibicion mas alto, mientras que el suero 2 presentd un

porcentaje de inhibicidn de la fusion celular mayor al 30%.

6.4.3 Relacion entre la union de anticuerpos a antigenos de la membrana celular y la
cuenta de CD4+.

El indice del porcentaje de particulas positivas relacionado con la cuenta de
linfocitos T CD4+ mostré que 6 de 20 de los sueros (30%) que unieron un alto niumero

de particulas, tenian un elevado numero de linfocitos T CD4+, mientras que 8 sueros

59



(60%) no presentaron unidn a particulas, pero la cuenta de CD4+ también era elevada.
6 de 20 sueros (30%) presentaron bajos niveles en la cuenta de CD4+ y baja union a
particulas. Soélo el suero del paciente identificado con el numero 3 en fase de SIDA

presento un elevado indice del porcentaje de particulas positivas (figura 23).
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Figura 23. Relacion entre el indice del porcentaje de particulas positivas con respecto al control y el
numero de linfocitos T CD4+ de los pacientes VIH+ no presentd una correlaciéon lineal significativa
(p=0.888, r=0.01)
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Figura 24. Relacion entre el efecto de inhibicion de la fusion celular y la cuenta de linfocitos T CD4+ de
cada uno de los sueros de pacientes VIH+. No se encontré correlacion lineal significativa (p=0.5060,
r=0.1498).
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6.4.4 Relacion entre el efecto de inhibicion de la fusidn celular y la cuenta de CD4+

Se observé una tendencia positiva entre el efecto de inhibicidon de la fusién celular y
el numero de Linfocitos T CD4+ (figura 24). Se encontré de manera general que los
sueros de pacientes VIH+ que tenian cuenta de linfocitos CD4+ elevadas, tenian
mayores porcentajes de inhibicion (10 al 35%). El suero 19 presenté el mas alto
porcentaje de inhibicion (47%). Solo los sueros 3 y 10 presentaron una inhibicion de la

fusién celular menor al 10% y tenian una cuenta de CD4+ menor a 400 células/uL.

7. Discusion

Para observar el papel de los autoanticuerpos en la inhibicion de la fusion celular
en la infeccion por el VIH-1, se utilizaron células Jurkat transfectadas establemente con
el gen env de la variante viral HXBc2. Esta variante es predominante en los paises
occidentales y en México .4 63 En estas células el gen env se encuentra en un plasmido
acoplado a un operador dependiente de tetraciclina, de modo que las células son
cultivadas en presencia de tetraciclina. Para la sintesis de las proteinas gp120/gp41
(Env), las células se lavan para remover la tetraciclina y se re-cultivan en ausencia de

ésta.

Durante la infeccién por el VIH-1 se inducen multiples tipos de anticuerpos en
contra de las proteinas de gp120 y gp41, incluyendo anticuerpos dirigidos a las
regiones variables de la envoltura, al sitio de union de CD4, y a los sitios de unién a
receptores de quimiocinas. 17 Sin embargo, estos anticuerpos no controlan al virus y son
faciimente evadidos por el mismo en el transcurso de la infeccion.’”” En la etapa
temprana de la infeccion por el VIH-1, la produccién de anticuerpos neutralizantes toma
un tiempo relativamente largo (3-6 meses),'*® y cuando se producen, son altamente
especificos para el virus transmitido.'® No obstante, la progresion de la enfermedad

tiene lugar aun en la presencia de esta respuesta inmune, debido a la rapida
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generacion de mutantes de virus que escapan a la neutralizacion,? %2 inaccesibilidad de
los epitopes conservados importantes en la estructura terciaria de Env y generacion de
anticuerpos hacia fragmentos irrelevantes de los antigenos virales.*° Otra posibilidad es
que, en etapas tardias de la infeccidn, la magnitud de la transmisién del virus de célula
a célula sea mucho mas importante. Cabe destacar que los anticuerpos neutralizantes

del VIH-1 no necesariamente son inhibidores de la fusion celular.

En el presente trabajo se muestra que el suero de los pacientes VIH+ y de los
donadores sanos contienen anticuerpos que afectan la fusién celular mediada por Env y
que también pueden unirse a proteinas de superficie de la membrana celular de los
linfocitos Jurkat T CD4+. En algunos sueros, se observo una relacion entre la capacidad
de alterar la fusion celular y la unién a las proteinas de membrana. Sin embargo, en
algunos sueros no se encontro relacion. Es posible que esas diferencias se deban a la
interaccion entre la presencia de anticuerpos dirigidos tanto a proteinas celulares como
a antigenos virales. Asi mismo, pueden presentarse variaciones en las concentraciones
plasmaticas de anticuerpos presentes en el suero, en la formacién de complejos
inmunes y la composicion genética del individuo. Se demostré6 que algunos de los
sueros de los pacientes infectados con perfil negativo para autoinmunidad, contienen
anticuerpos dirigidos a antigenos presentes en las células blanco. La infeccién por el
VIH-1 se ha asociado con la produccién de autoanticuerpos contra una amplia variedad
de autoantigenos, incluyendo a proteinas de membrana de linfocitos T. Se desconoce si
estos autoanticuerpos se generan debido a una respuesta inmune especifica hacia los
antigenos propios, o simplemente son un reflejo de la hipergamaglobulinemia no
especifica producida por la activacién policlonal de células B, la cual es caracteristica
de la desregulaciéon inmunoldgica causada por la infeccion por el VIH-1.26: 89 En este
estudio se observd la presencia de autoanticuerpos dirigidos a las proteinas de
membrana de linfocitos T CD4+ y su relacion con el efecto de inhibicién de la fusién
celular. En este estudio la presencia de autoanticuerpos no dependié de un perfil
autoinmune. Cabe destacar que el perfil de autoinmunidad realizado no determind la

presencia de posible autoanticuerpos dirigidos a proteinas de membrana.
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La relevancia de los anticuerpos dirigidos contra antigenos propios se ha
demostrado en estudios de individuos que habian sido expuestos al virus debido a su
convivencia por un largo tiempo con una pareja infectada, pero que habian
permanecido seronegativos. El analisis del suero mostré que éste contenia anticuerpos
anti-HLA y anti-CD4.7% De manera notable, esos anticuerpos tenian la capacidad de
neutralizar al virus derivado de la pareja seropositiva, asi como una actividad

neutralizante hacia otras cepas virales.%

Algunos tipos de anticuerpos no neutralizantes podrian bloquear el movimiento
de los viriones de las células infectadas a través de barreras mucosas, y/o inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.®® Otros tipos de anticuerpos podrian
bloquear la formacién de contactos estrechos entre las células, disminuyendo la eficacia
de la interaccién de Env con los receptores celulares durante la infeccién por el virus

libre y durante la transmision célula a célula.®®

La mayoria de los sueros de pacientes VIH+ analizados en este trabajo,
presentaron un efecto de inhibicion de la fusion celular, que se asocid solo en 5 casos a
la presencia de autoanticuerpos, mientras que otros sueros no contenian
autoanticuerpos pero si inhibian eficientemente la fusion celular, lo que sugiere que
posiblemente contuvieran anticuerpos dirigidos contra gp120 y gp41 para evitar la

fusion celular.

La produccidon de anticuerpos hacia componentes celulares se ha asociado a
defectos de las células B en individuos con VIH-1, principalmente en sujetos con carga
viral elevada, que pueden incluir activacion policlonal, hipergamaglobulinemia y niveles
incrementados de autoanticuerpos.*+ '8 La generacion de autoanticuerpos podria
deberse a varios mecanismos: reactividad cruzada de los anticuerpos hacia el virus y
proteinas propias,’® activacion inmunoldgica, 3* mimetismo molecular,3® 149 efectos
directos del VIH-1 sobre las células endoteliales, destruccion de linfocitos T CD4+ vy

actividad citotdxica exacerbada con incremento en la produccion de autoanticuerpos.?
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La activacién inmunoldgica junto con la produccion de autoanticuerpos se ha
asociado frecuentemente con disminucion de células T reguladoras, en ausencia de
enfermedad autoinmune.5 ® Esta asociacion podria explicar el hecho de que algunos
sueros tuvieran algun perfil positivo de autoinmunidad y que los sueros negativos para
esos perfiles tuvieran anticuerpos dirigidos a las moléculas de la membrana de los
linfocitos T CD4+. También podria explicar que algunos sueros que inhibieron la fusién
celular y al mismo tiempo presentaron autoanticuerpos, son negativos para algun perfil

de autoinmunidad.

De los 20 sueros VIH+ que se estudiaron, solo los sueros 3 y 10 provienen de
pacientes con definiciéon clinica de SIDA (brazo 1, cuenta de CD4 de 50<250
células/uL), mientras que los otros 18 sueros provienen de pacientes en la fase
asintomatica (brazo 2, cuenta de CD4 >400 células/uL). No se observd una correlacion
entre el efecto de los sueros en la inhibicion de fusion celular o en el indice de union a
particulas positivas con los datos clinicos (cuenta de CD4+ y carga viral), lo cual podria

deberse a la falta de muestras que pertenezcan al grupo del brazo 1.

Los sueros de pacientes que se encuentran en la fase asintomatica, presentaron
un efecto de inhibicién de la fusidn celular mayor que los sueros de los pacientes en
fase de SIDA. Esto puede deberse a que en la fase asintomatica se produce mayor
abundancia de anticuerpos neutralizantes y a que no se han generado mutantes del
virus que escapan a la neutralizacién por anticuerpos. Otra posibilidad es que conforme

progresa la infeccidon ocurre una destruccion gradual de la capacidad inmunolégica.

Las diferencias genéticas entre los pacientes son una variable importante, que
influye en la respuesta inmune contra la progresion de la enfermedad.?® La formacion
de sincicios a través de la fusidén celular inducida por el VIH-1,1%0 151 gsi como la
transmision celular del virus célula-célula & y los fenébmenos de activacion inmunolégica
62 se han sugerido como eventos subyacentes que pueden ser significativos en la

patogénesis.
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Con este estudio se identificaron 5 sueros de pacientes VIH+ en fase
asintomatica que manifiestan una relacion inversa entre la cuenta de CD4 y la carga
viral, es decir, a mayor numero de CD4 menor es la carga viral. Ademas presentaron un
elevado porcentaje de inhibicién de la fusion y que se encuentran uniendo con un alto
indice a moléculas de membrana de los linfocitos T. Estos sueros a pesar de solo
corresponder al 33% de los sueros estudiados podrian ser indicativos de la relacién de
la existencia de autoanticuerpos presentes en los pacientes que contribuyen a la
inhibicion de formaciéon de sincicios y la identificacion de autoanticuerpos en un
paciente puede ser de utilidad para el seguimiento de progreso de la infeccion. Otros
estudios han asociado significativamente la presencia de autoanticuerpos con la
deplecion de CD4+, por lo tanto son de importancia en el pronéstico de la infeccion por
VIH-1.11"

El suero numero 3 proviene de un paciente con definicion clinica de SIDA, pero
presenta el mayor indice de union a particulas positivas a pesar de tener una elevada
carga viral y una cuenta de CD4 menor a 60 células/uL. Una explicacién a este efecto
puede deberse a la presencia de anticuerpos, tanto contra linfocitos T cooperadores
como contra T supresores, como se ha descrito en otros estudios.* 40 160 | os
anticuerpos anti-CD4 se detectan primero, pero los autoanticuerpos contra ambas
subpoblaciones linfocitarias, CD4+ y CD8+, pueden detectarse al aparecer los sintomas
de la enfermedad.46.21. 158 Se han detectado autoanticuerpos contra la proteina CD4 (si
bien no contra el sitio de unién al VIH-1) en individuos infectados por el VIH-1; estos
anticuerpos podrian ser responsables de la muerte de algunos linfocitos T CD4. Al
ocurrir la muerte de linfocitos CD4 la cuenta se mantiene baja, se desarrolla la fase de
SIDA, pero a su vez la presencia de estos autoanticuerpos que pueden estar dirigidos a
CD4 u otras moléculas de superficie de los linfocitos contribuyen a la inhibicion de la

fusion celular.
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8. Conclusiones

-El método de citometria de flujo permite el analisis rapido y preciso del efecto
sobre la fusion de grupos numerosos de sueros. Los sueros tanto de los controles como
de los infectados inhiben o promueven la fusién celular. Existe una amplia variacién en

la actividad del suero sobre la fusién entre individuos infectados.

-El efecto de inhibicion del suero de los pacientes VIH+ en la fusidén celular se
relaciona con la unién de autoanticuerpos a las células blanco, que se generan como

una respuesta inmune contra la infeccion del VIH-1.
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APENDICE A

Este apéndice contiene avances parciales adicionales al cuerpo principal de esta tesis,
con base en los objetivos establecidos en el proyecto original, que tiene por nombre:
“|dentificacion de antigenos asociados a la produccion de anticuerpos inhibidores de la
fusiébn de membranas inducida por el VIH-1" que se desarrolla en colaboraciéon con el

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”.

Una vez que se ha demostrado que el suero de los pacientes VIH+ tienen anticuerpos
dirigidos a proteinas de membrana de linfocitos T CD4+, se van a identificar las
proteinas a las que se unen, mediante la extraccion de proteinas de membrana de la
linea celular Jurkat E6 CD4+, con las cuales se realizaron de manera preliminar algunos
W.B, como una herramienta para corroborar que las proteinas del extracto pertenecian

a proteinas de membrana y que la extraccion se realizé adecuadamente.

10.1 Extraccion de proteinas de membrana de la linea celular

1. Se tomaron las células cultivadas (500x10°8 células) en un tubo de 50 mL y fueron
lavadas con PBS a 4°C 238 g/3min, (todo el procedimiento se realizd en bano de
hielo).

2. Se resuspendié el pellet en 2.5 mL de Buffer de Dounce con inhibidor de
proteasas y se deja incubar por 10 minutos a 4°C.

3. Se tomd la suspension de células y se colocaron en el homogenizador de
Dounce, previamente incubado en hielo para mantenerlo en 4°C, se le dieron 50
golpes a la suspension de células.

4. Se restauro la tonicidad con el buffer de tonicidad (0.6M NaCl) mas inhibidores
de proteasas, se agregaron 0.625uL de buffer de tonicidad para obtener una

concentracion final de 0.15M NaCl.

80



9.

Se transfirio la suspensién a un tubo nuevo de 15mL, se centrifugo a 720g/5min
a 4°C y se tomo el sobrenadante y se colocd en un tubo nuevo, descartando el
pellet.

Se agrego6 32uL de EDTA 0.5M, pH 7.6, quedando al final a una concentracién
de 5mM de EDTA. Todo el contenido del tubo se transfirié a tubos de 10 mL para
ultracentrifugacion, se centrifugaron 45 min en la ultracentrifuga Beckman rotor
T-70 a 10000g/4°C.

Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el pellet en el buffer de lisis (NaCl
y Tris-Cl mas inhibidor de proteasas) y se agregaron 125 uL de Buffer de Triton
X-100 al 5% con inhibidor de proteasas para obtener una concentracién final de
0.5% de Triton X-100, se disperso el material contenido en el tubo.

Se incubo a 4°C por 45 min con agitacion frecuente para solubilizar las proteinas
de membrana.

Se centrifugo el tubo por 15 min a 5700g/4°C y se obtuvo el sobrenadante.

10.Se realizaron alicuotas del sobrenadante con un volumen de 200 y 100 uL. Se

almacenaron a -70 ° C (revco).

10.2 Determinacion de proteinas por Bradford

Para determinar la cantidad de proteina que se obtuvo en cada extraccion se realizo la

determinacion de Bradford a través de un microensayo en microplaca.

1.

Se prepararon 8 diluciones del estandar de Albumina con 1.38 mg/mL para la

curva patron.

Concentraciéon de | Albumina 1.38 [mg/mL] H20 (mL)
proteina (ug/mL)
80 173 pL 2.827
Albumina 80 pyg/mL
64 800 pL 0.200
32 400 pL 0.600
16 200 pL 0.800
8 100 pL 0.900
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5 62 uL 0.938
1 12 1L 0.988
0.5 6 uL 0.994
o | 1

2. En una placa de 96 pozos se colocaron 200 uL de cada dilucion + 48 uL del

reactivo de Bradford y cada punto dentro de la curva se realizé por triplicado.

3. Se realizaron dos diluciones de la muestra problema (Alicuotas del Extracto),

1:10y 1:100.

4. Se determind la cantidad de proteina en un lector de placas a un absorbancia de

595 nm

Tabla 1. Resultados que muestra la cantidad de proteina que se tiene en el extracto

después de la purificacion de proteinas de membrana.

Extracto Promedi DE @ %CV EEM Valorde X FD
(o]
Dilucio 11 1.0 1.1 1.099 0.02 21 0.01 42.882352 4288.2352
n1:100 2 7 0 3 3 9 9
Dilucié 14 15 14 1.474 0.05 36 0.03 ©64.941176 649.41176
n 1:10 1 1 9 3 1 5 5
Determinacidn de proteina en el extracto de
células E6
1.600 -
E 1.400 -
1 1.200 -
‘2 1.000 -
2 0.800 -
§ 0600 y =0.017x + 0.055
g 0.400 R? = 0.9801
£ 0.200
0.000 . . . .
0 20 40 60 80 100
Albumina mg/mL

Protein
a
mg/mL
4.3

0.65
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Figura 1.Grafica que se obtuvo por medio de la curva patron de Albumina en la determinaciéon de
proteinas por Bradford. Con esta grafica se obtuvo la cantidad de proteina en el extracto.

10.3 Adsorcion de Anticuerpos del suero por medio de Proteina G

Para este procedimiento se empled un kit de Immunoprecipitation Protocol Using
Dynabeads® Protein G (novexbylifetechnologies), por medio de las Dynabeads se
adsorbieron los anticuerpos por medio de la interaccidon de la region Fc con la proteina

G que se encuentra acoplada a un magneto (Dynabeads).

1. Se resuspendieron completamente las Dynabeads por pipeteo y posteriormente
se transfirieron 50uL de las Dynabeads a un microtubo de 1.5 mL.

2. Se coloco el tubo en el magneto hasta que la solucion quedo completamente
transparente, se elimind el sobrenadante y se retird el tubo del magneto.

3. Se realizé una dilucion del suero:

9 Se tomaron 0.8uL del suero y se colocaron en un tubo con el volumen necesario del
Buffer Binding and Washing buffer para obtener un volumen final del 200uL. Esta
mezcla se transfirid al tubo que contenia las Dynabeads.

4. Se incubaron con rotacion por 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Se colocé el tubo en el magneto, se removid el sobrenadante y se guardd en un
tubo como la fraccion libre de anticuerpos (FL).

6. Se removio el tubo del magneto y se resuspendié con 200uL de Wash binding
buffer.

7. Inmunoprecipitacion:

10 Se colocd nuevamente el tubo en el magneto y se removio el sobrenadante.

11 Se agregaron 500uL del extracto de proteinas de membrana y se mezcldé por
pipeteo.

12 Se incubd el tubo por 20 minutos con rotacién a temperatura ambiente.

13 Se coloco el tubo en el magneto y se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo

para ser almacenado como la fraccién no adsobida. (FNAJ).
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14 Se lavaron las Dynabeads tres veces con 200uL de Washing buffer, se separé el
tubo de magneto entre cada lavado y se removié el sobrenadante.

15 Se resuspendieron las Dynabeads en 100uL de washing buffer.
8. Elucion de la proteina

16 Se elimind el sobrenadante colocando el tubo en el magneto

17 Se agregaron 20 yL de buffer de elucidén y se incubo con rotacion por 2 minutos a
temperatura ambiente.

18 Se coloco el tubo en el magneto y se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo
marcado como la Fraccion con la interaccion de Antigeno-Anticuerpo (FAc-Ag)

19 .Se corrieron todas las fracciones obtenidas en este proceso por electroforesis.

1 iz |FAd1 | fadz | P | AgAct | FagAc2 | Suero |EST
1 2 : 3 4 5 6 P 8 Sy,

e se

o :25
250.00 i

"t 14520 [l

—113.12.

L - —

Figura 2.Se corrieron en un gel de electroforesis todas las fracciones obtenidas durante la adsorcién
de anticuerpos del suero del donador, junto con las fracciones se corri6 un marcador de peso
molecular (MPM), el suero completo y el extracto. La linea azul corresponde al MPM, las lineas
verdes corresponden a las proteinas que se encuentran en todos los extractos, mientras que las
lineas rojas hacen referencia a las proteinas que no se encuentra en otras fracciones.

84



10.4 Electroforesis 1D

Buffer de Electroforesis 1x Buffer de carga 2x
e 30.3g Tris-base H20
e 1449 Glicina 4% SDS
e 10g de SDS 20% Gilicerol
e Aforar a 1L con H20 desionizada 120mM de Tris-Cl (pH 6.8)
e Almacenado a 4°C 0.02% Azul de bromofenol

1. Tratamiento de las muestras para electroforesis

Para asegurar la desnaturalizacion de las proteinas, para todas las muestras se
llevé a cabo un tratamiento previo, el cual consisti6 en agregar al buffer de carga
beta-mercaptoetanol al 5% posteriormente se transfirié el contenido de la nuestra a

este buffer de carga y se pusieron a hervir por 3 minutos.
2. Cargar las muestras en el gel

Se colocaron 15uL de cada muestra por pozo en el gel, el cual previamente se

hidrato en la camara de electroforesis (Bio-Rad) con el Buffer de electroforesis frio.
3. Corrida del gel

El gel se corrié a 70 volts por 2.5 horas aproximadamente.

4. Tinciones de gel empleadas

Azul de Comassie y Comassie G

Una vez que la corrida termino se saca el gel de la camara y se coloca en una
charola con azul de Comassie para tefiir las proteinas obtenidas mediante la
separaciéon por peso molecular, se dej6é incubar toda la noche a temperatura
ambiente y con agitacion constante. Posterior a la incubacién se retiré el azul

Comassie de la charola y se agrego la solucion para destefiir el gel, esta solucion
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consiste de metanol al 40% y Acido acético al 10%, se incubo por 3 horas a
temperatura ambiente con agitacion constante. La solucion para desteiir fue retirada

y se realizaron dos lavados con agua destilada y finalmente el gel fue escaneado.

Sulfato de zinc-imidazol
Reactivos

e Sulfato de zinc 0.2 M
e |Imidazol 0.2 M
e Glicina0.1 M

-Se coloco el gel en un recipiente de plastico, se agregaron 25 mL de imidazol 0.2 M

y se incubo por 10 min en agitacién a temperatura ambiente.

-Se desechd la solucién de imidazol y se colocaron 25 mL de sulfato de zinc 0.2 M,

se agité inmediatamente después hasta que se revelaron todas las proteinas.

-Se desechd la solucion de imidazol y se realizaron 3 lavados con agua desionizada

para detener el revelado.

-Se escaneo el gel contra un fondo oscuro.
Nitrato de plata

Soluciones:

e -Fijadora 1. Metanol 50%, acido acético 10%

e -Fijadora 2. Metanol 5%, acido acético al 1%

e Tiosulfato de sodio. Pesar 0.1g y disolver en 500mL de agua

¢ Nitrato de Plata: Pesar 0.5g y disolver en 250 mL de agua

e Reveladora. Pesar 12g de carbonato de sodio y disolver en 100 mL de agua,
agregar 100uL de formaldehido al 37% y 4 mL de la solucién de tiosulfato de

sodio, una vez disuelto se aforo a 200 mL.
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Se coloco el gel en un recipiente de plastico y se incubd toda la noche con la

solucion fijadora 1, en agitacion lenta y temperatura ambiente.

-Se retird la solucion fijadora 1 y se incubo el gel con 50 mL de la solucién

fijladora 2 por 1 hora a temperatura ambiente.
-Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con agua desionizada

-Se incubo con tiosulfato de sodio al 0.02% por 90 segundos, posteriormente se

realizaron 3 lavados por 60 segundos con agua.

-Se incubd por 40 minutos en oscuridad en 25 mL de nitrato de plata al 0.2%,

después se realizaron 3 lavados de 1 minuto.

-Se revelo el gel con la solucién reveladora por 10 minutos, se detuvo la reaccion

al anadir acido acético al 10%

-Se realizaron 2 lavados con agua desionizada y se escaneo el gel.

Azul de Comassie Nitrato de Plata Comassie G Sulfato de Zinc

Figura 3. Gel que muestra el perfil de proteinas dentro del extracto obtenido de la
purificacion de proteinas de membrana con las diferentes tinciones empleadas para
optar por aquella con mayor sensibilidad.
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10.5 Western Blot

Soluciones:

e Buffer de electroforesis

e Buffer de transferencia con Metanol
Buffer de bloqueo

Buffer de bloqueo con blotton
CPTS

Solucion KCI/NaOH
Diaminobencidina

1. Electroforesis

Se realizé la electroforesis como se indica anteriormente para el extracto de
proteinas de membrana pero en esta ocasion en este caso no se realiz6 ninguna
tincion puesto que el gel obtenido se empleara en la camara de transferencia.

2. Transferencia

Se incubaron por 10 minutos el gel obtenido de la electroforesis, la membrana de
nitrocelulosa, en el buffer de transferencia.

Se realizé el sandwich para la transferencia en el siguiente orden:

Se coloco en la camara de transferencia y se corrié por 1:15 hr a 100 vits, con
agitacion constante a 4°C.

Se retiré la membrana de la camara y se realiz6 una tincion con CPTS:

-Sensibilizar la membrana con la solucion KCI/NaOH, retirar la solucion y agregar el
CPTS por unos segundos, retirarlo y enjuagar con agua desionizada.

-Verificar que la transferencia se realizara correctamente y destefiir la membrana
con la solucion KCI/NaOH.

3. Incubacion

-Se cortd la membrana en 6 tiras de acuerdo a cada pozo, las cuales se incubaron
toda la noche con Buffer de bloqueo a 4°C, con agitacion constante en oscuridad.
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-Se probaron 3 diluciones con el anticuerpo anti-ICAM-1 (Thermo®), tres diluciones
con anticuerpo anti-CD4 (Thermo®) y 3 diluciones anti-CXCR4 (abcam®) con el
buffer de bloqueo con blotton

-Se retir6 el buffer de bloqueo con blotton y se colocaron las diferentes diluciones de
los anticuerpos y se dejaron incubar por 5 hrs a temperatura ambiente y agitacion
constante en obscuridad.

-Se realizaron 5 lavados de 10 minutos en agitacion constante con buffer de
bloqueo.

-Se realizé una diluciéon 1:10000 del anticuerpo secundario acoplado a la enzima
peroxidasa y se colocaron 2mL de esta dilucién en cada una de las tiras. Las tiras se
incubaron por una hora con en oscuridad y agitacién constante.

-Se retird el anticuerpo secundario y se realizaron 5 lavados con agua desionizada.
4. Revelado
-Se toman 19.990 mL de diaminobencidina y se agregan 10uL del H20:2.

-Se colocaron 2mL de esta solucidbn en cada una de las tiras, se incubaron 10
minutos en la oscuridad en agitacion constante.

-Se realizan 3 lavados con agua desionizada. Se secaron toda la noche en
oscuridad.

83 kDa

Figura 4.Imagen de la membrana de nitrocelulosa, donde se observa el resultado obtenido para el
WB del anticuerpo anti-CXCR4. 1) control negativo solo tenia H20, 2) diluciéon de anti-CXCR4 1:250,
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3) dilucion de anti-CXCR4 1:1000, 4) dilucion de anti-CXCR4 1:2000, 5) control del anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa para descartar un falso positivo y 6) marcador de peso molecular.

Figura 4.Imagen de la membrana de nitrocelulosa, donde se observa el resultado obtenido para el
WB del anticuerpo anti-CD4 y anti-ICAM-1. 1) Dilucién de anti-CD4 1:1000, 2) dilucion de anti-CD4
1:500, 3) dilucién de anti-CD4 1:170. Por parte del anticuerpo anti-ICAM-1, se muestran 4) dilucion de
anti-ICAM-1 1:500, 5) marcador de peso molecular 6) dilucién anti-ICAM-1 1:3000, 7) dilucién anti-
ICAM-1 1:1500, 8) y 9) dilucion del anticuerpo secundario 1:10000, 10) y 11) controles negativos solo
tenian agua.

90



Apéndice B

Publicaciones

91



Chapter 16

FRET in the Analysis of In Vitro Gell-Cell Fusion
by Flow Cytometry

Guillermo Gomez-lcazbalceta, Mirna Berenice Ruiz-Rivera,
Edmundo Lamoyi, and Leonor Huerta

Abstract

Cell—cell fusion is a frequent event in nature leading to modification of cell fate. In this chapter, we describe
a flow cytometric procedure for the quantitative assessment of in vitro cell-cell fusion events that allows
the discrimination of fused from aggregated cells. The assay is based on the differential labeling of fusion
partners with lipophilic fluorescent probes Dil (red) and DiO (green). Double fluorescent fused cells can
be detected after coculturing by means of a flow cytometer equipped with a 488 nm laser. Fusion events
can be distinguished from cell aggregates by the enhancement of the Dil red fluorescence intensity due to
resonance energy transfer between the two probes occurring in the fused but not in the aggregated cell
population.

Key words Cell—cell fusion, Cell aggregates, FRET, Flow cytometry, HIV, Syncytia, Dil, DiO,
Multinucleated cells, gp120, gp41

1 Introduction

Cell—cell fusion is mediated by specialized proteins that are able to
overcome the electrostatic repulsion between cell membranes and
induce local membrane disturbances, leading to the formation and
expansion of fusion pores [1]. In addition to fusion proteins, cell-
cell fusion can be induced by polyethylene glycol [2] or electric
pulses [3]. Close contact between cell membranes is a prerequisite
for cell-cell fusion, with adhesion molecules playing a role to
enhance fusion. The quantitation and characterization of individ-
ual fusion events in cocultures of cells expressing the appropriate
fusion molecules and receptors is important for the analysis of the
biochemical and microenvironmental factors influencing fusion.
This chapter provides a detailed description of a procedure for
the analysis of cell—cell fusion events in cocultures of cells express-
ing fusion-inducing molecules (effector) with cells bearing the
appropriate receptors (target). For the assay, fusion partners are

Kurt Pfannkuche (ed.), Cell Fusion: Overviews and Methods, Methods in Molecular Biology, vol. 1313,
DOI 10.1007/978-1-4939-2703-6_16, © Springer Science+Business Media New York 2015
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single-labeled with the Dil and DiO lipophilic fluorescent probes.
Dil and DiO are carbocyanines containing fully saturated Ci; tails
and a fluorescent polar head and, therefore, they stably insert in
cellular membranes.

Several features of these dyes make them suitable for the quan-
titation of cell fusion by flow cytometry. Dil and DiO show red
and green emissions respectively, when excited with a standard
flow cytometry 488 nm laser. The emission wavelengths of Dil and
DiO are optimally detected by the same photomultipliers that are
used for the FITC and PE fluorochromes and thus, fused cells
appear as double fluorescent particles. Bona fide fused cells can be
differentiated from cell aggregates by the fluorescence resonance
energy transfer (FRET) from DiO to Dil; fused cells but not cell
aggregates, show an enhanced Dil red fluorescence intensity in
comparison with single-colored red cells [4]. In addition, the label-
ing procedure of lymphoid cells with Dil and DiO is fast and easy
to perform.

FRET between the Dil and DiO lipid probes has been dem-
onstrated at the biophysical level in artificial [5] and cellular mem-
branes [6]. FRET between the two dyes in fused cells can be
detected by flow cytometry because: (a) the emission spectrum of
DiO (energy donor) substantially overlaps the excitation spectrum
of Dil (energy acceptor) (Fig. 1), (b) the carbon tails of both dyes
are identical, so they can colocalize in the same membrane micro-
domains after membrane fusion [6], favoring close proximity of

100+
80
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40+

20

400 450 500 550 600 650
wavelength (nm)

Fig. 1 DiO and Dil excitation (dotted lines) and emission (continuous lines) spec-
tra. Di0 is optimally excited with the 488 nm laser, whereas Dil is excited at low
level. The emission of Di0 extensively overlaps the excitation spectrum of Dil
allowing FRET. Emission of both fluorochromes can be detected using the 530
and 574 nm filters (Modified from Becton Dickinson Biosciences website: http:/
www.bd.com)
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their polar heads and the appropriate dipole alignment, two condi-
tions that are necessary for FRET, and (c) the 488 nm laser opti-
mally excites DiO (98 %), whereas it excites Dil at a low level
(20 %) (Fig. 1), so allowing detection of the enhancement of the
Dil red fluorescence in fused cells resulting from FRET.

This chapter describes details of the application of the FRET-
flow cytometry assay for detection and quantification of fusion
between Jurkat lymphoid cells stably transfected with a plasmid
bearing the env gene from a fusogenic strain of the HIV-1 virus
(Jurkat Env*), with untransfected CD4* Jurkat cells. The assay has
been also used for the analysis of the fusion between Jurkat Env*
cells with THP-1 monocytic cells [7], and HeLLa CD4* with CHO
Env* cells [8].

2 Materials
2.1 Cell Culture

Reagents
and Equipment

2.2 Cell Lines

2.3 Lipophilic Dyes
and Solutions

1. Sterile-filtered dimethylsulfoxide.

2. RPMI-10: RPMI culture medium supplemented with 10 %
fetal bovine serum, 50 pg/mL penicillin, and 50 pg/mL
streptomycin.

Sterile 1.5 mL Eppendorf tubes.

. Sterile 15 mL conical centrifuge tubes.
. 96- or 48-well culture plates.

. Neubauer chamber.

. Ultrasonic bath.

® N O Ul W

. Refrigerated centrifuge Eppendorf 5804R or equivalent with a
swinging bucket rotor and adapters for 15 mL conical and
FACS tubes.

9. Inverted microscope.

1. Target cells: Jurkat E6 cells, a human CD4* cell line (ATCC
TIB-152).

2. Effector cells: Jurkat HXBc2(4), a subclone derived from E6
cells expressing the HIV-1-envelope (Env* cells) [9].

Store dyes at room temperature and protected from light. Carry
out the preparation of stock and working dyes solutions under
sterile conditions.

1. Dil dye (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocya-
nine perchlorate, Molecular Probes, Eugene, OR) Ex/Em:
549 /565.

2. DiO (3,3’-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate, Molecular
Probes, Eugene, OR). Ex/Em: 484 /501.
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2.4 FACS Analysis

2.5 Fixative

. Prepare stock solutions by dissolving 3.5 mg of Dil or DiO in

1 mL of DMSO in an Eppendorf tube. Sonicate briefly until
solutions are transparent. The Dil solution should be intensely
red whereas DiO solution should be yellow. Stocks are stored
at room temperature, protected from light. The Dil stock can
last up to 6 months. DiO is less stable and stock solution
should be prepared every 1-2 months.

. Working solutions are prepared by diluting Dil and DiO stocks

1:10 in DMSO. Five hundred microliters of working solutions
are enough for many experiments. Keep them at room tem-
perature protected from light.

. Phosphate buftered saline solution pH 7.6 (PBS).

. FACS flow buffer.

. Round bottom or other appropriate FACS tubes.

. Flow Cytometer equipped with an Argon 488 nm laser and

530/30 and 574 /26 emission photomultipliers (this configu-
ration is standard in most equipments).

. Flow cytometry analysis software (e.g., CellQuest).

. 4 % paraformaldehyde stock solution in PBS.

3 Methods

3.1 CGCell Labeling

1.

Perform cell labeling and coculturing under sterile conditions.

Label cells the day before fusion experiments (se¢ Notes 1 and 2).
Reserve a culture of unlabeled cells as they will serve as a refer-
ence for determination of the fluorescence intensity of labeled
cells.

. Place 5-15x10° target or effector cells in 1 mL of complete

medium (RPMI-10) in a 15 mL centrifuge tube.

. Label cells by adding an appropriate amount of DiO or Dil

working solutions and immediately shake the tubes slightly by
hand to mix the dye in the cell suspension. Usually, 4-8 pL of
Dil and 8-15 pL of DiO are enough for cell labeling. It should
be noted that other cells types might require different amount
of dyes in order to be properly labeled. So, before performing
fusion experiments, it is necessary to determine the optimal
amount of dye for labeling cells in order to obtain an adequate
level of fluorescence for fusion experiments (see Note 3).

. Protect cells from light and incubate at room temperature for

15 min with gently shaking. To obtain uniform labeling, cells
should be kept always in suspension.



3.2 Coculture

3.3 Preparation
of Cells for FACS
Analysis
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5.

Immediately after the previous step, add 10 mL of room
temperature RPMI-10 to the tubes in order to dilute the dye
and centrifuge at 238 x4 for 3 min. Discard the supernatant.

. Wash again with 10 mL of RPMI-10, resuspending the cells

with a 10 mL pipette. Centrifuge at 238 x g for 3 min and dis-
card the supernatant.

. Resuspend the cells in the same medium and transfer them to

culture T-25 or T-75 flaks (depending of the number of cells
labeled) at a density of 7 x 10° cells/mL. Incubate overnight at
37 °C, with 5 % CO,.

. Coculture the Dil- and DiO-labeled cells at 1:1 ratio in 96- or

48-multiwell plates at high cell density to promote fusion. For
fusion of Env* cells and CD4* Jurkat cells, 2 x 10° cells of each
type in a final volume of 200 pL in 96-multiwell plates allow
sufficient contacts to yield about 8 % of fused cells after 8 h of
coculture. Other cell lines may require longer incubation times
or higher cell densities in order to obtain fusion (sec Note 4).

. If available, add a proper concentration of a specific fusion

inhibitor to a set of wells. Add the fusion inhibitor to the wells
containing the cells expected to bind it and then add the fusion
partner (see Note 5).

. Reserve unlabeled, and single DiO- and Dil-labeled cells in

separated wells to use them as controls for adjusting FACS set-
tings (see Note 6).

. Set the plate in the CO, incubator for the necessary time to

obtain fusion. Observe the formation of syncytia using an
inverted microscope.

. Fresh cells can be analyzed immediately after fusion. If neces-

sary (e.g., biohazardous samples) cells can be fixed in 2 %
paraformaldehyde-PBS solution and analyzed within 4-6 h (see
Subheading 3.4 and Note 7).

. For analysis of fresh cells prepare a FACS tube containing

1 mL of PBS per well in the plate. Include one tube for unla-
beled cells and one for each of single Dil- and DiO-labeled
cells that were not cocultured.

. Gently resuspend cells in wells and transfer them to the corre-

sponding tube using a 200 pLL or 1 mL pipet tip.

. Centrifuge the tubes at 238xyg for 3 min and discard

supcrnatant.

. Resuspend the cells in 0.4 mL of FACS flow buffer.

6. Place tubes on ice and analyze by flow cytometry immediately

(see Note 8).
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3.4 PFA Fixation
(Optional)

3.5 FACS Analysis

. Collect and wash cells as described above (Subheading 3.3,

steps 2—4).

. Resuspend them in 200 pL of PBS and add an equal volume of

4 % PFA, to achieve a final PFA concentration of 2 %.

. Incubate 15 min on ice. Gently, resuspend cells with a 200 pL.

pipet tip at 5 min intervals to minimize cell aggregation.

4. Centrifuge tubes and discard supernatant.
. Resuspend the pellet in 0.4 mL FACS flow bufter and keep on ice.
6. Analyze by flow cytometry within 46 h.

. Use the non-labeled cell suspension as a reference to adjust

cytometer settings. Gently resuspend the cells with a 200 pL
pipet tip to dissociate cellular aggregates just before placing
each FACS tube in the sample injection port (SIP). Install the
sample tube in the SIP and construct forward scatter (FSC) vs.
side scatter (SSC), and green fluorescence intensity (FL1) vs.
red fluorescence intensity (FL2) dot plots.

. Run and adjust voltage and gain of the photomultipliers (PMT)

of the FSC and SSC detectors to visualize cells in the lower left
corner of the plot. Run cells at <100 events/s. Stop the run
and define a region one (R1) to delimitate the main cell popu-
lation, excluding cell debris and dead cells (Fig. 2a). Positioning
of the cell population in the lower left corner will leave enough
area in the plot for the visualization of syncytia, which are
expected to have greater granularity (SSC) and size (FSC) than
non-fused cells.

. Construct a FL1 vs. FL.2 dot plot and plot cells in the R1

region only. Run and adjust the voltage and gain of the FL1
and FL2 PMT to visualize cells at the lower left corner
(Fig. 2b).

. Run the green-only cells and adjust the voltage to set them in

the lower right quadrant (Fig. 2¢). Next, set up the red-only
cells and compensate to set them in the upper left quadrant
(Fig. 2d).

. Analyze the cocultured cells (Fig. 3). Single and double fluo-

rescent cells populations should be clearly distinguished. Draw
quadrants to show that the fluorescence of the red and green
populations have been properly separated. Draw squares to
delimitate the double fluorescent cell populations as shown in
Fig. 3. Fused cells (R2) show an enhanced red fluorescence
relative to that of the single-red fluorescent cells (Fig. 3a, upper
right quadrant). Aggregated cells (R3) must show approxi-
mately the same mean red fluorescence intensity than the sin-
gle-red fluorescent cells. Ifa fusion inhibitor has been included,
only the percentage of FRET-positive cells will be reduced as
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Fig. 2 Dot plots of control non-labeled and single-labeled CD4+ and Env* Jurkat
cells used for adjustment of instrument settings. (@) FSC-H vs. SSC-H dot plot
showing a gate excluding cell debris (R1). (b—d) FL-1 (green fluorescence) vs.

FL-

2 (red fluorescence) dot plots of non-labeled cells, single-red CD4+ and

single-green Env* cells. Cells were analyzed on the Attune acoustic focusing
cytometer using the Attune Cytometric Software (PC) (Applied Biosystems, Life
Technologies)

7.

shown in Fig. 3b, where cells have been cocultured in the
presence of the T-20 peptide, a molecule that specifically inhib-
its the HIV-envelope mediated-membrane fusion [4, 10]. The
same pattern can be observed in PFA-fixed cells (Fig. 3c, d)
(see Note 9).

. Quantitate the percentage and the mean fluorescence intensity

of cells in the R2 and R3 regions. Compare the red fluores-
cence intensity of the double fluorescent populations with that
of the single-red fluorescent cells. Approximately a 1-log dif-
ference should be observed between the fused cell population
and that of single red-fluorescent cells, and between fused and
aggregated cells (Fig. 3a, ¢) (see Note 10).

An example of the instrument settings used for analysis of fresh
Jurkat cells cocultures is shown in Table 1.
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Fig. 3 Analysis of cell—cell fusion in 8-h cocultures of CD4+ and Env* Jurkat cells. (a) Double-fluorescent fused
and aggregated cells are located in the R2 and R3 regions, respectively. Note the enhancement of the Dil-red
fluorescence in the fused population respective to that of non-fused red cells. (b) Inhibition of the fused cell
population, but not of aggregated cells by the fusion inhibitor T-20. (c- and d) Comparable levels of fused and
aggregated cells are observed after fixation with 2 % PFA. Numbers correspond to the mean fluorescence
intensity of R2 and R3 regions

Table 1
Instrument settings used for the analysis of a representative experiment
of cell-cell fusion (Attune system)

Parameter Voltage (mV)

ESC 1,600

SSC 2,100

FL1 1,900

FL2 1,850
Compensation

FL1-FL2 -6.00

FL2-FL1 -20.57
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4 Notes

1. In our experience, Jurkat, THP-1, Hela, and CHO cells are
optimally labeled the day before fusion experiments [4, 7, 8].
Next day, dyes can be visualized in intracellular vesicles [11].
Internalization helps to prevent nonspecific transfer of dyes
between cells [12]. For other cell types, the length of time
between labeling and fusion must be empirically determined.

2. Cell labeling is stable enough to allow the analysis of cell—cell
fusion several days after labeling (usually 2-3 days) even in
proliferating cells [13].

3. Different cell types may require distinct concentrations of the
lipophilic dyes in order to be properly labeled for flow cytom-
etry analysis. Before performing fusion experiments, determine
the labeling conditions to obtain an optimal separation between
the fluorescence of the fusion partners, and the levels of FRET
that allow the distinction of fused cells and aggregates. To
obtain an optimal separation between fused and aggregated
cells, the DiO fluorescence intensity should be greater than
that of Dil, as shown in Fig. 2, where Dil-cells and DiO-cells
show 2-log and 3-log higher fluorescence intensity, respec-
tively, than unlabeled cells. The intensity of cellular fluores-
cence can be adjusted by increasing or decreasing the amount
of the dye’s working solutions used for labeling.

4. For cell lines requiring longer incubation times or higher cell
densities to obtain fusion, multi-well plates with greater capac-
ity should be used to avoid medium consumption. For over-
night incubation, 0.4x10% cells of each cell type in a final
volume of 800 pL can be used in 48-well plates. Fresh medium
can be added to the wells as required. Spent medium can be
replaced by carefully removing a half of volume from wells and
adding fresh medium.

5. Nonspecific transfer of membrane lipids between cultured cells
has been determined by the use of lipophilic dyes [10]. Thus,
it is important to include a specific fusion inhibitor as an inter-
nal control in each fusion experiment. Alternatively, other
appropriate controls such as coculture of target cells with cells
lacking the fusion molecules or harboring fusion defective
molecules can also be used.

6. To standardize instrument settings and for delineating regions
corresponding to fused and unfused cell populations, unla-
beled and single-labeled cells should be used as controls for
each fusion experiment and for each day in a given experiment.
These control non-cocultured cells should be maintained in
parallel wells. In 2- or 3-day fusion experiments, minor adjust-
ments of settings with respect to those of the first day may be



226 Guillermo Gémez-Icazbalceta et al.

Table 2

needed for the analysis, because of a slight but detectable loss
of fluorescence intensity.

. Fixation may be necessary for the analysis of biohazardous

samples (e.g., cells infected with virus). The Dil and DiO fluo-
rescence intensity and FRET in fused cells are preserved after
treatment with 2 % paraformaldehyde, allowing the analysis of
fusion experiments several hours after collecting cells from
wells. However, the fluorescence of the Dil and DiO fluoro-
chromes is greatly diminished after overnight storage (4 °C) of
fixed cells, so it is necessary to analyze fusion experiments in
the same day. It is important to subject the control cells (non-
labeled and single-labeled red and green cells) to the same fixa-
tion procedure, and use them to establish the flow cytometer
settings. We have noticed that fixation decreases the number of
fused cells detected and increases the percentage of aggregated
cells (Table 2). However, the difference between the percent-
age of fusion obtained with fresh and fixed cells is consistent
and not greater that 10 % (Table 2).

. Analysis of the cell fusion by flow cytometry implies that the

cells must be subjected to centrifugation to remove the culture
medium and then to a flow of liquid during analysis, so large
syncytia may be damaged. In our experience, fused cells up to
30 pm can be analyzed properly. In a system in which the
fusion is very efficient, one alternative is to reduce the time of
coculture to limit the size of syncytia.

. For successful detection and quantitation of fusion, cell aggre-

gation should be minimized. This is achieved by gently pippet-
ing the cells suspensions just before FACS analysis and by
keeping a low cell density (up to 1 x10° cells/mL).

10. Additional characterization of the fused cells (e.g., expression of

surface molecules) can be achieved by the use of antibodies and
other reagents labeled with third party fluorochromes [13, 14].

Percentages of fusion obtained in parallel-run fresh and PFA-fixed cocultures

Fresh PFA-fixed

Replicates Fused +T20 Aggregates  Fused +T20 Aggregates
1 7.4 0.8 2.5 7.1 1.28 3.6

2 7.2 0.78 2.7 6.9 0.95 3.05

3 8.2 0.45 2.21 6.8 0.76 2.87
Mean+SEM  7.6+0.4 0.68+0.15 247+0.17 69+0.11 099+0.19 3.17+0.28

Data from triplicates, means and standard error of the mean are shown
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