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ABREVIATURAS

1. Abreviaturas.

ADN: acido desoxirribonucleico.

AMP: monofosfato de adenina.

AMPc: monofosfato de adenina ciclico.
CCRS5: receptor de B-quimiocinas.

CD4: grupo de diferenciacion 4.

CTL: linfocito T citotéxico.

CXCRA4: receptor de a-quimiocinas.

env: gen de envoltura viral.

ERP: elementos de respuesta a progesterona.
FSH: hormona estimulante de los foliculos.
gag: gen de grupo de antigeno viral.

gp: glicoproteina viral.

gp120: glicoproteina viral de 120 KDa.
gp41: glicoproteina viral de 41 KDa.

HRE: elementos de respuesta hormonal.
LBD: dominio de unién al ligando.

LH: hormona leutinizante.

LTR: secuencias terminales largas repetidas.

MHC I: complejo principal de histocompatibilidad tipo I.

RNAm: acido ribonucleico mensajero.

P: progesterona.

PBMCs: células mononucleares de sangre periférica.
pol: gen de polimerasa viral.

RNA: acido ribonucleico.

RP: receptor a progesterona.

RT: transcriptasa reversa.

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

VIH: virus de inmunodeficiencia humana.
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RESUMEN

2. Resumen.

El sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) constituye la principal
causa de muerte en adultos en el mundo. Existen diversos factores tanto
biolégicos como sociales que participan en el grado y susceptibilidad a la infeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Un factor importante en la
regulacion de la infeccion y patogénesis del VIH es la expresion en la membrana
celular del receptor CD4 y de los correceptores CCR5 y CXCR4, los cuales son
indispensables para la fusion de la envoltura viral y la membrana de la célula
hospedera. Estudios en mujeres sanas han demostrado que las hormonas
sexuales como la progesterona (P) pueden modular la expresion de los
correceptores del VIH. También se ha observado que las mujeres infectadas con
VIH presentan un mejor prondstico en etapas tempranas de la infeccion en
comparacion con los hombres, sin embargo, esta relacion se invierte en etapas
tardias. Hasta el momento, unicamente se han realizado estudios en mujeres
sanas, por lo que se desconoce el papel de la P en mujeres infectadas con VIH.
En el presente estudio se determind el efecto de la P y de su receptor intracelular
sobre el contenido de los correceptores CCR5 y CXCR4 en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes VIH positivas por
medio de la técnica de Western Blot. En PBMCs se observé una disminucion en el
contenido de CCR5 después del tratamiento con P (10 y 100 nM), mientras que el
contenido de CXCR4 se incrementé con P_El tratamiento conjunto de P y RU486
(antagonista del receptor a P) no revirtié los efectos de la P. Los resultados indican
que la P regula el contenido de CCR5 y CXCR4 en PBMCs de pacientes VIH
positivas, lo cual es importante en la susceptibilidad y el desarrollo de la infeccién
por VIH.
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INTRODUCCION

3. Introduccion.

La infeccion provocada por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
continua siendo uno de los principales problemas de salud a nivel mundial. Hasta
el 2007 este virus ha sido el responsable de 25 millones de muertes en el mundo
entero (ONUSIDA, 2008). Actualmente, en todas las regiones del mundo se han

detectado casos de personas infectadas con VIH (Figura 1).

Figura 1. Estatus de propagacién mundial del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), asi
como el grado de infeccion en cada uno de ellos. Las zonas mas oscuras representan
paises con un mayor porcentaje de infeccion mientras que las zonas mas claras aquellos
con un menor porcentaje (ONUSIDA, 2008).

En América Latina la estimacion de personas que viven con VIH en el 2007 fue de
1.7 millones (ONUSIDA, 2008), y de acuerdo con las estimaciones mas recientes
del Centro Nacional para la Prevencién y Control del SIDA (CENSIDA), en México,
los casos del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) acumulados hasta
el 2009 son 131,000 de los cuales 108,000 son hombres y soélo 23,000 son

mujeres (CENSIDA, 2009).
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INTRODUCCION

Estos niveles generales de infeccion han tenido un comportamiento constante en
la ultima década. La principal manera de transmision del VIH, en América Latina,

es la via sexual y en menor grado por el uso de drogas intravenosas.

Ademas de los aspectos sociales e individuales, que marcan una diferencia de
género, existen factores biologicos, entre los que se encuentran el factor
hormonal, que puede participar en la susceptibilidad a la infeccién por VIH. Existe
evidencia que indica que la progesterona (P) regula el contenido de los
correceptores al VIH (CCR5 y CXCR4) en tejido reproductivo y en sangre

periférica de sujetos sanos.

Hasta el momento se desconoce el efecto de la P sobre la expresion de los
correceptores CCR5 y CXCR4 durante la infeccion por VIH. Por tal motivo, en
este proyecto se estudio el efecto de la P sobre el contenido de los correceptores
CCR5 y CXCR4 en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de

pacientes VIH positivas por la técnica de Western Blot.
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ANTECEDENTES

4. Antecedentes generales.
4.1. Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).
4.1.1. Caracteristicas del VIH.

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH), (Figura 2), es un lentivirus
perteneciente a la familia de los retrovirus con un diametro de 70 nm. La parte
externa del virus, conocida como envoltura viral, esta formada por una bicapa
lipidica derivada de la membrana plasmatica de la célula hospedera y que el virus
la adquiere cuando pasa a través de la membrana celular. Esta envoltura puede
contener proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clases | y
II, asi como moléculas de adhesién intercelular. Insertado en la envoltura viral se
encuentra un complejo proteinico conocido como env, formado por dos
glicoproteinas, una transmembranal de 41 KDa (gp41) y la otra de superficie de
membrana de 120 KDa (gp120). Debajo de la envoltura esta localizada la proteina
de matriz p17, que a su vez rodea el nucleo viral o nucleocapside, formado por la
proteina viral p24. Los elementos principales que estan dentro del nucleo son dos
cadenas sencillas de RNA, la proteina p7 (nucleocapside) y tres enzimas, p51

(transcriptasa reversa), p11 (proteasa) y p32 (integrasa) (Alcami, 2004)

Glicoproteina de
la envoltura (gp120)

Proteina
/ ransmenbranal
. (gp41)

ARN Viral

Proteina de la
matriz (p17)

Proteina del Ncleo
(p24)
Figura 2. Estructura general del virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
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ANTECEDENTES

El genoma del VIH, de un tamafio aproximado de 9.8 Kb (Figura 3), contiene 9
genes que codifican a 16 proteinas (Tabla 1), estos genes pueden ser clasificados

en tres grupos de acuerdo a su funcion:

a) Genes estructurales; Gag, Pol y Env.
b) Genes reguladores; Taty Rev.

c) Genes accesorios; Vpu, Vpr, Vif y Nef.

Figura 3. Genoma del VIH. Representacion de la organizacion de los genes del VIH-1 asi
como su corte y empalme transcripcional (lineas punteadas) (Costin, 2007).

Genes estructurales:

- Gag codifica para proteinas de la capside p17, p24 y p7, las cuales
reclutan a la transcriptasa reversa, proteasa e integrasa, productos del

gen pol.

- Env codifica para la proteina de envoltura, env, la cual es sintetizada
como una proteina en el reticulo endoplasmico y posteriormente es
glicosilada en el aparato de Golgi, en la célula hospedera (Sierra et al.,
2005). Una vez glicosilada, env es cortada por una proteasa viral dando

origen a las glicoproteinas de membrana; gp120 y gp41 (Costin, 2007).
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ANTECEDENTES

Gen Proteina Funcioén
gp160 Poliproteina precursora de gp12 y gp41.
env gp120 Proteina de envoltura viral. Interaccion con el receptor
CD4 y correceptores.
gp41 Fusion de membranas.
p55 Poliproteina precursora de proteinas estructurales (p24,
p17, p7, pb).
gag p24 Proteina estructural de capside.
p17 Proteina estructural de matriz.
p7 Proteina estructural de nucleocapside.
Trascriptasa
reversa Transcripcion reversa.
pol Integrasa Integracion el genoma viral.
Proteasa Procesamiento postraduccional de proteinas.
tat Tat Elongador d.el ARNm.
Transactivador.
Induccion de apoptosis de la célula hospedera.
rev Rev Regulador del transporte y procesamiento del ARNm.
Incremento de la infectividad viral.
nef Nef Incremento de la retrotranscripcion.
Regulacion negativa de CD4 y MHC 1.
Induccion de apoptosis en CTL.
vif Vif Incremento de infectividad viral.
Transactivador viral.
Vv Vv Transporte del complejo de preintegracion al nucleo.
pr pr Detencidn del ciclo celular. Induccion de apoptosis de la
célula hospedera.
Secuestro de CD4 en el reticulo endoplasmico.
vpu Vpu

Incremento en la generacion de viriones.

Tabla 1. Proteinas del VIH (Modificado de Alcami, 2004).
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ANTECEDENTES

La glicoproteina extramembranal gp120 tiene como funcion principal el
reconocimiento del receptor principal CD4 y de los correceptores CCR5
y CXCR4, localizados en la membrana de las células blanco (Deng et
al., 1996). Por otro lado gp4l es una glicoproteina integral de
membrana, responsable de la fusion de las membranas viral y celular
mediante una region denominada dominio de fusion, localizado en su

extremo N—terminal (Levy, 1993).

Pol codifica para las enzimas; transcriptasa reversa (p66), proteasa
(p11), e integrasa (p32), esenciales para la replicacion del virus (Frankel
et al., 1998).

Genes reguladores.

Tat codifica para una proteina involucrada en la regulacion de la
transcripcion del genoma viral mediante la interaccion con regiones

promotoras denominadas LTR.

Rev regula la expresion de genes necesarios para el virus en la
transicion en la expresion de proteinas de etapas tempranas a fases
tardias de la infeccion (Strebel, 2003).

Genes accesorios.

Nef codifica para una proteina con capacidad de inhibir la expresion del
receptor CD4, que evita la interaccién con otros virus e impide la super-
infeccion viral. También inhibe la expresion de MHC | en la superficie de

la célula, lo que interfiere con la respuesta inmunolégica.
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ANTECEDENTES

- Vpr codifica para una proteina que actua como factor de transporte
nucleé-citoplasmatico, facilitando la transferencia del DNA viral del
citoplasma al nucleo celular (Le Rouzic et al., 2005). Ademas, Vpr
mantiene a la célula en fase G2 del ciclo celular, previniendo la entrada

a mitosis.

- Vpu codifica para una proteina que regula la sintesis y secuestro de
CD4 en el reticulo endoplasmico de la célula hospedera, ademas de
contribuir a la liberacién de viriones mediante la induccion de apoptosis

de la célula hospedera (Bour et al., 2003).

- Vif codifica para una proteina que promueve la maduracién de los
viriones. Se ha observado que un virus con delecion de Vif genera
viriones sin la capacidad de infectar nuevas células (Costin, 2007;
Frankel et al., 1998).

4.2. Ciclo replicativo del VIH.

El ciclo replicativo del VIH, (Figura 4) inicia con el contacto entre la proteina
viral gp120 (dominio VI) y el receptor CD4 de la célula hospedera, presente en
linfocitos T CD4", monocitos, macrofagos, células dendriticas y células de
Langerhans (Caratola, 1999). Sin embargo, la union requiere de la intervencion de
moléculas denominadas correceptores (CCR5 y CXCR4), que son importantes
para que se lleve a cabo el proceso de fusion entre las membranas celular y viral
(Yabar, 2003).

La union entre gp120 y el receptor CD4 desencadena cambios conformacionales
en gp120 los cuales exponen el sitio de unién a un correceptor ya sea CCR5 o

CXCR4 (Sierra et al., 2005). Una vez llevada a cabo la interaccién
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ANTECEDENTES

gp120/correceptor, el extremo amino terminal del péptido de fusion de la proteina
gp41 se inserta en la membrana de la célula hospedera y se finaliza la fusion de
membranas. Posteriormente la capside viral se inserta en el citoplasma (Costin,
2007).

CCRS5 es utilizado principalmente en etapas tempranas de la infeccién por cepas
de VIH que infectan a macrofagos (VIH M-trépicos o R5), mientras que CXCR4
interactua con virus que infectan a linfocitos T (VIH T-trépicos o R4) principalmente
en etapas tardias de la infeccién. Cabe mencionar que existe un tercer tipo de

virus que puede interactuar con ambos correceptores (VIH R5X4) (Alcami, 2004)

La fusion de membranas provoca la pérdida de la membrana viral y la liberacién
de la nucleocapside en el interior de la célula, la cual libera factores celulares y
proteinas virales como son Gag, Nef, Vif, proteasa, integrasa, transcriptasa
reversa y las dos hebras de RNA, las cuales son esenciales para la replicacion del
virus (Frankel et al., 1998).

Una vez liberado el contenido viral, el genoma del VIH es retrotranscrito a DNA por
la transcriptasa reversa viral y posteriormente es trasladado al nucleo de la célula
hospedera por medio de la integrasa del virus. EI DNA viral es transcrito por medio
de la RNA polimerasa celular produciendo hebras de RNA que dan origen a
proteinas precursoras virales las cuales son llevadas al citoplasma donde son
cortadas por la proteasa viral produciendo proteinas virales que se ensamblaran
formando nuevas particulas virales. Por ultimo las particulas virales son liberadas
de la célula llevandose parte de la membrana celular (Simon et al., 2006, Caratola,
1999).
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ANTECEDENTES

i DNA celular

/g‘/’\

|
DNAprpvirqI o no ensqmby
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Transcriptasa
( reversa

2 receptor CD4

i 4 |

Virus maduro

Katie Ras

CXCR4 o CCR5

Figura 4. Esquema representativo del ciclo replicativo del VIH. El ciclo replicativo del
VIH se divide en 7 etapas; 1) Acoplamiento de las proteinas de la envoltura viral (gp 120 y gp
41) con un receptor principal (CD4) y un correceptor (CCR5 o CXCR4) y fusiéon de la
envoltura viral con la membrana de la célula hospedera; 2) Transcripcidon inversa: Las
cadenas sencillas de RNA viral son transcritas a cadenas dobles de DNA mediante la enzima
transcriptasa reversa; 3) Integracion del DNA viral al genoma hospedero por la integrasa; 4)
Transcripcion: La célula infectada transcribe al mismo tiempo el DNAv y DNA propio; 5)
Traducciéon de proteinas virales; 6) Ensamblaje: En el citoplasma se conjuntan las proteinas
virales y se ensamblan virus nuevos; 7) Salida o Brote de viriones: El virus nuevo sale de la
célula, trayendo consigo parte de la membrana celular (Modificado de Fauci, 2003).
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ANTECEDENTES

4.3. Patogénesis del VIH.

El SIDA constituye la principal causa infecciosa de muerte en adultos de
todo el mundo. De acuerdo a las estimaciones mas recientes del Centro Nacional
para la Prevencion y Control del SIDA (CENSIDA), hasta el 2009 en México,
existen alrededor de 131 mil personas adultas con SIDA. Del total de pacientes
con SIDA aproximadamente el 83% son hombres y el 17% son mujeres, es decir,
existe una relacion hombres/mujeres de 5 a 1. Las personas de 15 a 44 afios de
edad constituyen el grupo mas afectado con 78.9% de los casos registrados
(CENSIDA, 2009).

Dicho padecimiento se caracteriza por el deterioro del la respuesta inmune a
diversos patdgenos debido a una disminucion progresiva de células CD4". La
historia natural de la enfermedad, sin tratamiento, se divide en tres etapas
(Caralota., 1999) (Figura 5):

1) Infeccion aguda o primaria (Figura 5a): fase de viremia donde se produce
sindrome de mononucleosis severa. Se presenta una inmunosupresion
pasajera (debida a una disminucién de linfocitos T CD4"). En esta fase se
pueden presentar enfermedades respiratorias, gastrointestinales,
inflamacion de ganglios linfaticos, pérdida de peso repentina, sudoraciones

nocturnas, etc.

Del total de los casos de infeccién primaria por VIH, aproximadamente el
50% se desarrolla de forma asintomatica, mientras que el otro 50%
desarrollan sintomas similares a los del resfriado comun. Sin embargo, en
esta etapa se lleva a cabo la replicacion viral en nddulos linfaticos y ocurre
un pico de la carga viral en plasma al igual que un decremento de los

linfocitos T CD4" llevando al virus a un estado de latencia.
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ANTECEDENTES

Recuento de linfocitos T CD4+ (células/mm®)

2)

Fase de latencia (Figura 5b): ocurre un decremento gradual y progresivo en
la cuenta de linfocitos T CD4", ademas de una disminucion en la carga viral
en sangre periférica a tal grado que puede llegar a ser indetectable, sin
embargo, existe una replicacion constante del virus. En esta etapa no se
presentan sintomas y su duracion es muy variable, llegando a ser incluso

de afnos.

Enfermedad clinicamente aparente (SIDA) (Figura 5c): ocurre un
incremento en la replicacion de particulas virales y una diminuciéon drastica
de linfocitos T CD4" llegando a un conteo igual o menor a 200 células/cm?®
de sangre. En esta fase se presentan sintomas como sudoraciones
nocturnas, diarreas severas, adenopatias, cancer y la apariciéon de
multiples enfermedades oportunistas que definen en su totalidad el SIDA
(Calarota, 1999; Simon et al., 2006).

a] . Sindrome de infeccion aguda por VIH
e Extensa diseminacién del virus Muerte 107
primaria Asentamiento del virus en drganos linfoides \
1100 \ I]]
1000 | . cl Enfermedades 106
oportunistas N
900 Latencia clinica P

8o0
700
600
500
400
300 k_ﬂ,_/
200 II

100

[ 4]

103

103

JiL

0 3 6 9 12 " 1 2 1 4 5 6 7 8 9 10 mn

Semanas Afios

ewse[d ap ( 1od [rita NV 2p seidon)

10%

Figura 5. Curso de la infecciéon por VIH-1. La infeccion por VIH esta compuesta por tres
etapas: a) Infeccion primaria en donde existe un decaimiento abrupto de linfocitos T CD4" y
un incremento en la replicacion del virus. b) Etapa de latencia, en donde se presenta un
decremento constante y gradual de los linfocitos T CD4" y se presenta una disminucién en
la replicacion del VIH pero sin detenerse. c) SIDA, se presenta una deplecidon de linfocitos T
CD4" igual o menor a 200 células/cm® de sangre y un incremento en la replicacién viral, se
desarrollan enfermedades oportunistas e incluso la muerte. I: recuento de linfocitos T CD4",
Il: copias de RNA viral por mL de plasma (Paranjape, 2005).
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Se han descrito factores intrinsecos del virus y factores del hospedero que regulan
la patogénesis y la infeccion por VIH; por ejemplo: la actividad del genoma viral
integrado al DNA de la célula hospedera se ve influenciada por el metabolismo,
vida media de la célula hospedera y la actividad de la proteina viral Tat. Estos
factores son mas evidentes en los linfocitos T CD4", sumado a esto, los linfocitos
T CD4" componen el 65-80% de las células linfociticas en sangre periférica,
(Sudharshan et al., 2008), por lo que la infeccion y replicacion del virus en estas
células son mas abundantes que en otro tipo de células del organismo. Otro factor
que regula la patogénesis del VIH es la delecion de 32 pb en el gen que codifica a
CCR5 (CCR5A32). Esta delecion produce un fenotipo defectuoso para CCRS5, el
cual parece conferir cierta resistencia a la infeccion (Paranjape, 2005). Esta forma
defectuosa de CCR5 se ha detectado en la raza caucasica, pero no en

latinoamericanos (Martinson et al., 1997).

4.4. Correceptores del VIH: CCR5 y CXCR4

Los correceptores CCR5 y CXCR4 estan presentes en diferentes tipos de
células en el organismo, por lo que la cantidad o distribucion de éstos en las
células determina el tropismo que presenta el VIH, permitiendo no sélo la infeccion
de los linfocitos T CD4", sino también la infeccién de células importantes en la
presentacion de antigeno en la respuesta inmune entre ellas macrofagos y células
dendriticas. Este tropismo le confiere al VIH, un mecanismo efectivo para ocultar
sus epitopes de la accion de anticuerpos y le permite infectar y establecerse en
diferentes partes del organismo facilitando su permanencia en reservorios aun

frente a tratamientos antirretrovirales (Stevenson, 2003).

Ademas de su papel como correceptores, CCR5 y CXCR4 actuan como
receptores a quimiocinas, las cuales son proteinas de aproximadamente 70-90
aminoacidos que tienen funcidon quimioatrayente sobre células linfociticas,

regulando su activacioén y traslado al sitio de inflamacién, también tienen un papel
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importante en los procesos alérgicos, infecciones, enfermedades autoinmunes,

angiogénesis, desarrollo tumoral y hematopoyético (Suresh et al., 2006).

Las quimiocinas pueden agruparse de acuerdo al arreglo de sus motivos de
cisteina cercanos al extremo N-terminal. Los dos grupos principales de
quimiocinas son CXC o a-quimiocinas, en las cuales las dos primeras cisteinas
estan separadas por un solo residuo, y las CC o B-quimiocinas, las cuales

presentan las cisteinas en posicidén adyacente (Berger, 1999).

Lo receptores a quimiocinas, compuestos por 340-370 aminoacidos, presentan 7
dominios transmembranales, con un extremo N-terminal extracelular y un extremo
C-terminal citoplasmatico que contienen motivos criticos para su funcionamiento, y

su via de sefializacion esta dada por medio de proteinas G.

441. CCRS.

CCRS5 es un receptor de las B-quimiocinas MIP-1a, MIP-13 y RANTES, las
cuales han sido identificadas por su capacidad de impedir la fusién entre VIH M-
tropicos y la célula hospedera (Premack., et al, 1996). CCR5 tiene un peso
aproximado de 41 KDa (Oppermann, 2004) y esta expresado en tejido linfoide
como bazo y timo, asi como en leucocitos de sangre periférica como en linfocitos
T de memoria, efectores, monocitos, macréfagos y células dendriticas inmaduras.
CCRS5 se codificado en el cromosoma 4 y esta constituido por 352 aminoacidos
(Figura 6A).
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Figura 6. Estructura de los correceptores al VIH. A) Representa la secuencia de aminoacidos
que componen a CCR5. B) Representa la secuencia de aminoacidos de CXCR4. Se pueden
observar los siete dominios transmembranales caracteristicos de los receptores a
quimiocinas (Modificada de Oppermann, 2004, Doranz et al., 1998).

Pagina | 16



ANTECEDENTES

En su extremo N-terminal, CCRS5 contiene varios residuos de tirosina adyacentes a
aminoacidos con caracteristicas acidas. Estos residuos tienen la capacidad de ser
modificados postraduccionalmente con la adicion sulfato, lo cual le confiere cargas
negativas que facilitan la interaccién ligando-receptor (Oppermann, 2004). Estas
cargas negativas también facilitan la interaccion de CCR5 con el dominio V3 de la
proteina viral, Env, del VIH. EL correceptor CCR5 es utilizado por el VIH para
infectar las células por cepas del tipo M-trépicas las cuales generalmente estan
presentes en etapas tempranas de la infeccibn o por cepas que tienen la

capacidad de utilizar ambos correceptores (R5X4) (Fauci, 2003).

Existe una gran cantidad de mutaciones en el gen que codifica para CCRS5, las
cuales pueden conferir resistencia o disminucién de la susceptibilidad de la
infeccion por el VIH. La deleciéon de 32 pares de bases (A32) en el segundo
dominio extracelular del receptor CCR5 resulta en la codificacion de una proteina
no funcional. Individuos homocigotos a esta mutacion presentan resistencia al VIH
de tipo R5, en cambio individuos heterocigotos a esta mutacién presentan cierta

resistencia observandose una lenta progresion de la infeccidon (Suresh, 2006).

44.2. CXCR4.

CXCR4 es un receptor de a-quimiocinas, cuyo ligando es SDF-1 (factor 1
derivado de células del estroma). CXCR4, también conocido como Fusina, tiene
como funciones principales la activacion de células primarias de lineas
leucociticas, también participa en organogénesis, hematopoyesis y en la

inmunoregulacién (Doranz et al., 1999).

Este receptor a quimiocinas es uno de los correceptores principales que utilizan

cepas del VIH del tipo T-trépico, las cuales se presentan al término de la etapa de
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latencia y al inicio de la tercera fase de la enfermedad, cuando ocurre una
deplecién e infeccién principalmente de linfocitos T CD4" (Bleul et al., 1996).

CXCR4 esta altamente expresado en todas las células del sistema inmune como
linfocitos T y en células del sistema nervioso (astrocitos, neuronas y células de la
microglia) (Lazarini et al., 2000). Es una proteina de 353 aminoacidos (Figura 6B)
con un peso aproximado de 43 KDa (Lapham et al., 2004), y esta codificada en el

cromosoma 2 (Patersen et al., 2006)

Existen condiciones genéticas que alteran la infectividad del VIH y que estan
relacionadas con la interaccion CXCR4/SDF-1, como son: la mutacion SDF-1 3"a
que ocasiona el incremento en la produccion de SDF-1 que compite con el VIH por
la unidon con CXCR4. Personas que son homozigotos para esta mutacion
presentan una disminucién en la progresion a SIDA, sin embargo, no muestran

algun tipo de resistencia al VIH (Suresh et al., 2006)

4.5. Estructuray funcion de progesterona (P)

La progesterona (P) (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de
hormonas esteroides, su nombre se deriva del latin: pr; a favor y gestare; llevar, lo
que denota el efecto de llevar o sostener el producto de la concepciéon (Pérez-
Palacios et al., 1985).

La estructura quimica base de la P y de sus metabolitos (derivados hidroxilados o
reducidos) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 atomos de carbono
(C-21; Figura 7). La P se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmico liso
de las células del cuerpo luteo del ovario, durante el ciclo menstrual (Hsue et al.,
1984; Hutchison et al., 1986); otros érganos donde también se ha demostrado su
sintesis son la corteza suprarrenal, la placenta (Goroscope et al., 1985; Perrot-
Applanat et al., 1982), el testiculo, (Weisz et al., 1980; Dalkin et al., 1992) y el

cerebro (Zwain y Yen, 1999; Ukena, et al., 1999). Su sintesis esta regulada por
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numerosas hormonas como la luteinizante (LH), la hormona estimulante de los

foliculos (FSH), las prostaglandinas y la adrenalina (Graham et al., 1997).

Figura 7. Estructura del pregnano. Las letras indican cada uno de los anillos de la estructura
principal de las hormonas esteroides (Gore-Langton et al., 1988).

La sintesis de P se inicia con la conversion del colesterol a pregnenolona
mediante la pérdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena
lateral en el C-17 y posteriormente la transformacién de la pregnenolona a P tras
la oxidacién del grupo alcohol en el C-3 y la migracion del doble enlace del anillo A
al anillo B (Figura 8). Estos procesos son llevados a cabo por medio de distintas

enzimas que se localizan en los tejidos u érganos anteriormente citados.

20 26

Cc D 27

Figura 8. Biosintesis de la P. La biotransformacién de colesterol a P implica tres cambios
estructurales en la molécula: a) Estructura del colesterol. b) estructura del la pregnenolona.
c) Estructura de la progesterona. 1) 20,22 esteroide liasa; 2) 3B-OH-esteroide
deshidrogenasa (Gore-Langton et al., 1988).
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Una vez que la P y sus metabolitos han llevado a cabo su funcién en el organismo,
su catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:

La reduccién en el carbono 20 da lugar a la formacién de 20a y 20B
dihidroprogesterona (con actividad biolégica, que puede ser similar o diferente a la
de P); posteriormente se reduce el anillo A en los carbonos 3 y 5 dando lugar a la

formacion de ocho pregnandioles o pregnantrioles.

La reduccion a pregnandioles permite la conjugacién para formar glucurénidos,
que al ser de caracter hodrofilocos, facilitan su excrecién por la orina (Figura 9).

CH

|
H-C-CH4

OH

—
.-"""M\v,-"
H

Pregnantriol CHlucordnido

Figura 9. Conjugacién del pregnantriol con el acido glucuréico (Renwick, 1790).

La P participa en un amplio rango de funciones biolégicas en diferentes tejidos,
entre los que se encuentran el utero y ovario donde participa en la liberacion del
ovocito, facilita la implantacion, mantiene el embarazo y estimula la regeneracion
del estroma; en la glandula mamaria aumenta el desarrollo alveolar; en el cerebro
regula la respuesta sexual, reduce la excitabilidad neuronal, aumenta el suefio y
tiene efectos neuroprotectores (Susuki et al.,, 1994; Graham y Clarke, 1997;
Rotchild et al., 1983; Clarke, 1993; Topper et al., 1980; Camacho-Arroyo et al.,
1995; Camacho-Arroyo et al., 1999; Gonzalez et al., 1998; Vongher y Frye, 1999).
Ademas, se ha descrito que la P esta implicada en la regulacién de la masa ésea,
involucion del timo, regulacidén del ciclo celular, asi como en la regulacion de la
respuesta inmune, teniendo efectos sobre la migracion y proliferacion de linfocitos

en el tracto genital femenino, la inhibicidon de fagocitosis por macrofagos, actividad
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de células NK, secrecion de citocinas y la induccion de la respuesta inmune de
linfocitos T tipo 2 (Cu-Uvin et al., 2000, Vassiliadou et al., 1999, Mannel et al.,
1990, White et al., 1997).

4.6. Mecanismos de accion de la progesterona.

Se han determinado dos mecanismos de accion, el gendémico y el no
genomico, por los cuales la P actua en la célula. EI mecanismo gendmico
involucra la unién de la P con el RP, el cual dimeriza e interactua con elementos
de respuesta a P (ERP) ubicados en la regién promotora de los genes blanco
(Camacho—Arroyo, 2003).y asi regula la transcripcion de genes especificos. En
ausencia del ligando el RP forma complejos con proteinas chaperonas, entre ellas
las proteinas de choque térmico (40, 70 y 90), ficobilinas (FKBP51 y KKBP52) y
p23 (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006). Una vez que la P se une al
RP éste presenta cambios conformacionales que le permiten disociarse de las
proteinas chaperonas; se activa al receptor exponiendo la region que le permite
dimerizarse, lo que resulta en una estructura con alta afinidad por secuencias
especificas de DNA llamadas elementos de respuesta a progesterona (PRE). Los
PRE son secuencias palindromicas de DNA separadas por tres nucleétidos, en
donde dos receptores se unen simétricamente a cada mitad de la secuencia como
un homodimero cooperativo. Una vez unido al PRE, el complejo ligando-receptor
facilita el ensamblaje y la estabilizacion del complejo de pre-iniciacion de la
transcripcion en los promotores de genes regulados por hormonas esteroides,

favoreciendo asi la transcripcion de genes blanco.

El mecanismo no gendmico involucra la accion de la P sobre la membrana
plasmatica, lo cual modifica la conductancia de iones, induce la formacion de
segundos mensajeros como el AMPc, asi como la activacion de la fosforilacion de

proteinas, interaccion con receptores membranales especificos e interaccidon con
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receptores a neurotransmisores como el GABAa (Figura 10) (Camacho-Arroyo,
2003).

Membrana celular

X

Figura 10. Esquema de los diferentes mecanismos de accion de la P. Los efectos de
la P ocurren por 2 diferentes mecanismos celulares: 1) en la membrana, incluyen receptores
membranales y canales, cuya activaciéon inicia cascadas de senalizacion mediante la
intervenciéon de mensajeros intracelulares; 2) en el niucleo donde receptores a P (RP), que
son moduladores directos de la expresién génica, mediante la interacciéon del complejo
hormona-receptor con elementos de respuesta a hormonas, ubicados en las regiones
reguladoras de los genes blanco en el DNA. G: Proteina G, afy: Subunidades de la proteina
G; PKA: Proteina Cinasa A; RGABAA: Receptor a GABA tipo A; RP: Receptor a P; PLC:
Fosfolipasa C; IP3: Inositol Trifosfato; DAG: Diacil glicerol; PKC: Proteina Cinasa C; PI3-K:
Cinasa de Inositol Trifosfato; PTK: Proteina de Tirosina Cinasa; MAPK: Proteina Cinasa

Activada por Mitégeno; MEK: Cinasa de MAPK; CI: Cloro; ca’": Calcio; K': Potasio (Tomada
de Camacho-Arroyo, 2003).
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4.6.1. Caracteristicas del Receptor a P (RP)

El RP pertenece a la familia de receptores a hormonas esteroides; cuyos
miembros regulan la expresion de genes en respuesta a la unién con su ligando
(Kastner et al., 1990). Este receptor presenta dos isoformas: una larga
denominada B y una corta denominada A (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo,
2000). Ambas isoformas se generan a partir del mismo gen pero son reguladas
por distintas regiones promotoras (Figura 11). En los mamiferos, especificamente
en el humano, el gen del RP esta localizado en el cromosoma 11p22-23, el
tamano de éste es de aproximadamente 90 kb y comprende 8 exones y 7 intrones
(Figura 11B) (Misrahi et al., 1993) que genera un ARNm de 3014 pb (Theveny et
al., 1987).

Estructuralmente, las isoformas del RP estan compuestas por cuatro dominios

(Figura 12) que llevan a cabo las siguientes funciones:

1) Dominio NH; terminal (A/B): Se codifica a partir del exén 1 (2380 pb).
Participa en la regulacion de la transcripcion de genes blanco ya que

contiene funciones de transactivacion.

2) Dominio de uniéon al DNA (C): Se codifica a partir de los exones 2 (152
pb) y 3 (117 pb). Participa en la dimerizaciéon con otro receptor y en la unién

al DNA a través de la presencia de dedos de Zinc.

3) Dominio bisagra (D): Se codifica a partir del exén 4 (306 pb). Participa en
procesos de estabilizacion del receptor por union a proteinas de choque
térmico como Hsp90 y en la localizacidon nuclear ya que contiene la

secuencia sefal de localizacion nuclear (NLS).

4) Dominio de unién al ligando (E): Se codifica a partir de los exones 5
(145pb), 6 (131pb), 7 (158pb) y 8 (153 pb). Participa en la interaccién con el
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ligando y en la regulacion de la transcripcion ya que contiene una funcién

de transactivacion.

A 546 597 635 738 786830882 933
1 165

I'1
hRP D
B
A i TGA
- e
-6000 -1000 “ 1236 2363

)

Regidn promotora 1 Regi6én promotora 2

Figura 11. Estructura del gen del RP humano. A) Se esquematiza el RP del humano (hRP). La
secuencia de aminoacidos del hRP esta dividida en 4 dominios: el dominio amino terminal
sefalado en color gris oscuro, el dominio de unién al DNA sefalado en color blanco, el
dominio bisagra sefialado en color negro y el dominio de unién al ligando (LBD) sefalado en
color gris claro. Las funciones de cada uno de estos dominios se describen en el texto. Los
limites de los exones estan indicados con lineas verticales gruesas de color negro que
corresponden a las posiciones de los aminoacidos, los cuales estan sefalados con
numeros en la parte superior. B) Se esquematiza el gen del hRP que contiene dos regiones
promotoras, 8 exones y 7 intrones, en donde los exones del 1 al 8 estan senalados con la
letra E mayuscula y el nimero correspondiente a cada exén. Los intrones estan senalados
como lineas interrumpidas entre cada exén. La regién promotora 1 se encuentra ubicada de
la posicion —711 a +31 y la 2 en la posiciéon +464 a +1105. Se senalan las dos posiciones de
inicio de la traduccién (ATG) y la de término (TGA) (Misrahi et al., 1993).
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1 165 567 633 680 933

AF-3 AF-1 NLS LBD
DBD Hsp90 AF-2
Transactivacion Dimerizacion Cofactores

Figura 12 Esquema representativo de los dominios del RP. A-E dominios funcionales de los
receptores a hormonas esteroides. AF: funcién de activacion, DBD: dominio de union al
DNA, LBD: dominio de unioén al ligando; NLS: Sitios de localizaciéon nuclear.

4.6.2. Isoformas del RP

El RP presenta dos isoformas, una larga denominada RP-B (114 KDa en
humano) y una truncada llamada PR-A (94 KDa en humano). RP-A no contiene
164 aminoacidos en la region amino terminal, que estan presentes en RP-B
(Figura 13). Ambas isoformas se han identificado en diversas especies de
roedores, primates y aves (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo; 2000), con
excepcion del conejo en el cual solo se ha detectado la isoforma B (Loosfelt et al.,
1986).

En el ser humano y en la rata ambas isoformas del RP son codificadas por el
mismo gen pero se transcriben a partir de dos secuencias promotoras distintas,
una distal (de -711 a +31 que corresponde a la secuencia promotora de RP-B) y
otra proximal (de +464 a +737 que corresponde a la secuencia promotora de RP-
A), que dan lugar a diferentes mRNA (Kastner et al., 1990, Kraus et al., 1993)
(Figura 13).
Estudios bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad para
la P y los ERP (Christensen et al., 1991). El RP tiene la capacidad de unirse al
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DNA en sus tres especies diméricas: AA, AB, BB. Se ha demostrado que la
transcripcion mediada por el RP no es igual cuando se forman homodimeros o
heterodimeros y cuando estos interactian con agonistas y antagonistas
(Leonhardt et al., 1998).

Proteina :
RP-B 114 kDa
1 i A6 W7 6% @3 @
Proteina
o AB | C|D| E

w5 ME 57 @ 1.2 3

Figura 13 Esquema representativo de las isoformas del RP. ITB: Sitio de inicio de la
transcripcion del RP-B; ITA: Sitio de inicio de la transcripcion del RP-A; ATG-B: Codén de
inicio de la traduccion del RP-B; ATG-A Codon de inicio de la traduccion del RP-A; TGA:
Cododn de paro de la traduccion del RP; A-E: Dominios funcionales del RP.

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del tipo de
célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos sistemas
celulares RP-B actua como un activador transcripcional, mientras que el RP-A
funciona como un fuerte represor de la actividad transcripcional mediada tanto por
RP-B como por otros receptores a hormonas esteroides (Vegeto et al., 1993; Tung
et al., 1993; Sartorius et al., 1994; Clemm et al., 1995). Lo anterior se debe a que
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RP-A tiene mayor afinidad por correpresores de la transcripcion como SMRT y

RP-B por coactivadores transcripcionales como SRC-1 (Giangrande et al., 1999).

Estas observaciones sugieren que una alteracion en la expresion o actividad de
las isoformas del RP puede tener importantes consecuencias en la capacidad de
respuesta a la P. La tasa de expresion de las dos isoformas varia en diferentes
organos Yy tejidos blanco (Ing et al., 1993, Graham y Clarke, 1997; Camacho-
Arroyo, 2003), lo que sugiere que la expresién diferencial puede ser critica para la

respuesta celular a la P (Camacho-Arroyo et al., 1998).

4.7. Papel de la progesterona en la infeccion por VIH.

En las mujeres la variacion en los niveles hormonales durante el ciclo
menstrual tiene efectos sobre las propiedades y el numero de células del sistema
inmune, secrecion de citocinas y quimiocinas, produccion de anticuerpos y en el
proceso de presentacion de antigenos (Asin et al., 2008), lo cual puede influir en la

respuesta a diversas infecciones, entre ellas la producida por el VIH.

Datos epidemioldgicos sugieren la existencia de diferencias en los niveles
de carga viral y en la cuenta de linfocitos T CD4" relacionadas con el género. Se
ha observado que las mujeres presentan un mejor prondstico en etapas
tempranas de la infeccion comparado con los hombres, aunque una vez
establecida la infeccidbn este comportamiento se revierte, presentandose una
mayor progresion hacia SIDA en mujeres respecto a los hombres (Farzadegan et
al., 1998; Collazos et al., 2007; Sterling et al., 2005).
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4.7.1. Efecto de la P sobre el contenido de CCR5 y CXCR4

Existe evidencia que indica la existencia de regulacién tanto de CCR5 como
de CXR4 por hormonas sexuales en tejido reproductivo y en sangre periférica de
sujetos sanos (Patterson et al., 1998; Vassialiadou et al., 1999; Yeaman et al.
2003; Chao et al., 2006; Prakash et al., 2002). Los datos reportados acerca de la
regulacion de CCRS5 y CXCR4 por hormonas sexuales y anticonceptivos orales
son contradictorios y dependen del tejido, estado de activacion inmune vy

concentraciéon hormonal.

En células epiteliales de utero de mujeres sanas, la expresiéon del receptor CD4 y
de los correceptores CCR5 y CXCR4 se modificé durante las diferentes etapas del
ciclo menstrual. Durante la fase secretora del ciclo menstrual, cuando los niveles
de P son altos (1.6-23 ng/mL), el numero de células positivas a CXCR4 fue mayor
que en la fase proliferativa del ciclo menstrual cuando los niveles de P son
menores (0.15-1.4 ng/mL) en tanto que CCR5 se comporté de manera opuesta, es
decir, el numero de células positivas a CCR5 fue mayor durante la fase
proliferativa y menor durante la fase secretora (Patterson B et al., 1998; Yaeman
GR et al., 2003). Por otro lado, in vitro se ha observado que la P (10 uM)
disminuy6 la expresién de CCR5 y CXCR4 en células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) de mujeres sanas (35% y 42%, respectivamente). Ademas
cultivos de PBMCs tratados con P (10 uM) y expuestos a cepas HIV-1yn y HIV-1r.
csk durante 15 dias, que corresponden a virus tipo T-tropico y M-tropico
respectivamente, presentaron una disminucion en la deteccion de la proteina viral
p24 lo cual sugiere que la P tienen un efecto de inhibicién en la infeccion por VIH
en PBMCs, in vitro (Vassiliadou et al., 1999)

Hasta el momento, los datos reportados de la regulacién de los correceptores al

VIH por P se han realizado unicamente en mujeres sanas, por lo que desconoce si
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existe un efecto en la regulacion de CCR5 y CXCR4, por P en mujeres VIH

positivas.

5. Planteamiento del problema.

Se desconoce el papel de la P en la regulacion del contenido de los
correceptores al VIH (CCR5 y CXCR4) en células de mononucleares de sangre

periférica de pacientes infectadas con VIH.

6. Hipotesis.

1. Si la P participa en la regulacién de los correceptores CXCR4 y CCRS en
PBMCs de pacientes infectadas con VIH, entonces la administracion de la

hormona modificara su contenido.

2. Ya que los efectos de la P sobre la expresion de CXCR4 y CCR5 de
PBMCs de mujeres sanas se han observado a tiempos mayores o iguales a 24
horas, dichos efectos podrian estar mediados por el RP; de ser asi, el uso de
un antagonista del RP revertira los efectos de la hormona sobre la expresion

de los correceptores al VIH.
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7. Objetivos generales.

Estudiar el papel de la P y de su receptor en la regulacion del contenido de los

correceptores CCR5 y CXCR4 en PBMCs de pacientes infectadas con VIH-1.
71. Objetivos particulares
1. Conocer el efecto de la P sobre el contenido de CXCR4 y CCRS5 en cultivos
primarios de células mononucleares de sangre periférica de mujeres infectadas
con VIH mediante la técnica de Western Blot.
2. Determinar si el RP regula el contenido de CXCR4 y CCRS5 en cultivos

primarios de células mononucleares de sangre periférica de pacientes VIH

positivas.
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8. Metodologia

Se analizaron muestras de pacientes seropositivas que acuden al
Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutricién Salvador Zubiran entre Mayo del 2007 y Septiembre del 2009.

8.1. Criterios de inclusién para el estudio.

Las donadoras cumplieron con los siguientes criterios de inclusion:

Mujeres infectadas con VIH: Edad de 25 a 45 afos y presencia de al menos 4

ciclos menstruales regulares.

8.2. Criterios de exclusion para el estudio.

Las donadoras que presentaron los siguientes criterios quedaron fuera del estudio:

Mujeres Infectadas con VIH: Administracion de hormonas sexuales
(anticonceptivos hormonales) en el ultimo afo, gonadectomia o administracion de

medicina herbolaria.

8.3. Toma de muestra y separacion de PBMCs en gradiente de
Ficoll Hypaque.

Se tomo6 una muestra de 20 mL en un tubo con EDTA de sangre venosa de
donadoras seronegativas (SN, como grupo control) e infectadas con VIH. La
muestra se centrifugd a 3,500 rpm por 15 minutos a una temperatura de 20°C. Se
retird el plasma y se agregaron 2 mL de PBS para resuspender el paquete celular.
En un tubo con 5 mL de Ficoll Hypaque se adiciond la suspension del paquete
celular y se centrifugdé a 1,500 rpm por 30 minutos para obtener las PBMCs. Por

ultimo se realizdé un lavado con PBS y se centrifugd a 1,500 rpm por 10 minutos.
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8.4. Cultivo celular.

Se realiz6 el conteo de PBMCs en un hemocitémetro (camara de Neubauer)
para obtener 5x10° células y se colocaron en medio de estimulacién (RPMI-rojo
fenol suplementado con suero bovino fetal al 10%, PHA-L (20 u/mL) e IL-2 (5
ng/mL). Las células se incubaron en botellas de cultivo de 72 cm® a 37°C, 5% CO,

y humedad durante 48 horas.

Posterior a la incubacion con el medio de estimulacion se realizaron 3 lavados con
PBS y se agregé medio RPMI sin rojo fenol y suplementado con SBF libre de
hormonas al 10%; las células se incubaron durante 24 horas en las condiciones ya

mencionadas.

Para estudiar los efectos de la P sobre el contenido de los correceptores CCR5 y
CXCR4 se utilizaron los siguientes compuestos, Vehiculo de las hormonas (V):
ciclodextrina (0.02%) en agua estéril; P (10 y 100 nM), antagonista de la P, el
RU486 (1 uM) y el tratamiento conjunto P (100 nM) + RU486 (1 mM). Los cultivos

se dividieron en los siguientes grupos:

1) Vehiculo de la hormona 24h.
2) P10 nM, 24 h.

3) P 100 nM, 24 h.

4) RU486 1 uM, 24 h.

5) P 100 nM + RU486 1uM, 24 h.

Una vez concluidos los tratamientos, las células fueron colectadas con PBS en frio
y centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min, se decantoé el sobrenadante y el boton

celular obtenido se almacené a —70°C, para su posterior uso.
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8.5. Determinacién del contenido CCR5 de y CXCR4.

8.5.1. Extraccién de proteinas totales.

Las células se colocaron en buffer de lisis con una mezcla de inhibidores de
proteasas (10 mM Tris—HCI, 1 mM ditiotreitol, 30% glicerol, 1% Triton X-100, 15
mM azida de sodio, 1 mM EDTA, 4 ug/mL leupeptina, 22 ug/mL aprotinina, 1 mM
PMSF) a 4°C.

Las muestras fueron centrifugadas a 15,000 rpm, durante 45 min, a 4°C y se
separo el sobrenadante. La concentracion de proteinas en el sobrenadante se
determind por el método de Bradford (Bradford, 1976).

8.5.2. Western Blot.

Las proteinas obtenidas de las células (50 pg) se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% a 80 volts
durante 2 horas. Cada muestra se preparé con buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8,
glicerol 10%, SDS 2%, B-mercapto-etanol 5%) en un volumen 1:1 y se hirvieron
durante 5 min. para depositarse en los geles antes mencionados. Las  proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) a 20 volts,
durante 2 h en una camara semihumeda. Posteriormente, las membranas se
bloquearon por 2 h a temperatura ambiente con una solucion de leche

descremada en polvo al 3% y albumina bovina sérica al 1% en TBS 1X.

Las membranas fueron incubadas toda la noche a 4°C con los siguientes
anticuerpos: anti CXCR4 (IgG-HRP CD184, Chemicon AB-1847) en una dilucion
1:250 o anti CCR5 (lgG-HRP CKR5, Santa-Cruz sc-17833) en una dilucion 1:500.
Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween (TBS (pH=7.4) +Tween al 0.1%)
3 veces por 5 minutos. Las membranas se incubaron con los anticuerpos
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secundarios correspondientes anti-conejo (IgG-HRP, Santa-Cruz sc-2749) o anti-
cabra (IgG-HRP, Santa-Cruz sc-2033) conjugado a peroxidasa, ambos en una
dilucion de 1:15 000 por 45 min. Se utilizd un método de deteccién de alta
sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de
las proteinas estudiadas. Con este sistema, el peréxido de luminol y un activador
son sustrato de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario que, cuando
reacciona genera una sefal de quimioluminiscencia, la cual es detectada por

placas autoradiograficas.

Para normalizar las posibles diferencias en la cantidad de proteina cargada, se
realizé la determinacion de a-tubulina por medio de la técnica de western blot

como se describié previamente.

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico utilizando un aparato Scan
Primax 600p (Colorado) y el programa KODAK 1D Image Analisis Software para
cuantificar la expresion de las isoformas del RP y a-tubulina, de acuerdo a la

intensidad de cada banda.

A los datos obtenidos se les aplicd una prueba de U de Mann-Whitney. Se utilizd

el programa Prism 2.01 (Graph Pad, CA) para calcular los valores de probabilidad.
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9. Resultados.

En el presente trabajo se estudio el papel de la P sobre la regulacién del
contenido de los correceptores al VIH (CCR5 y CXCR4) en PBMCs de pacientes

infectadas con VIH.

Para determinar el efecto de P sobre la regulacion del contenido de CCR5 y
CXCR4 en PBMCs de pacientes VIH positivas, se cultivaron las PBMCs como se
indicd previamente en la metodologia y posteriormente recibieron los siguientes
tratamientos: vehiculo de hormonas (V, 0.02%); P (10 y 100 nM) y P (100 nM) +
RU486 (1 uM) por 24 h. Las células fueron colectadas al término de los
tratamientos y se extrajo la proteina total. Por medio de la técnica de Western Blot

se identificaron los correceptores CCR5 y CXCR4.

En la figura 14 se muestra un blot representativo, donde se detecté una banda de
41 KDa correspondiente al correceptor CCR5 en PBMCs de donadoras
seronegativas, después de 24 h de cada tratamiento. Se detect6 otra banda de 55
KDa correspondiente a a- tubulina utilizada como control de carga. También se
muestra la grafica correspondiente al efecto de los distintos tratamientos sobre la

regulacion del contenido de CCR5 en PBMCs de donadoras seronegativas.
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Figura 14. Efecto de P sobre el contenido de CCR5 en PBMCs de donadoras
seronegativas tratadas con V, El correceptor detectado por la técnica de Western Blot fue
sometido a un andlisis densitométrico y los valores obtenidos fueron corregidos respecto al
andlisis obtenido para a-tubulina. V, P10 y 100 nM n=8; RU486 y P+RU486 n=3. ¢p<0.05 vs V.

Paralelo al experimento anterior, se realizé la deteccién del correceptor CCR5 en
PBMCs de pacientes VIH positivas, para la determinacion del efecto de P sobre la
regulacion de su contenido. En la figura 15 se muestra un blot representativo asi
como la grafica del efecto de los tratamientos de V, P (10 y 100 nM), el
antagonista de P, RU486 (1 uM) y el tratamiento conjunto P (100 nM) + RU486 (1
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uM) sobre el contenido del correceptor CCR5 en muestras de PBMCs de

pacientes infectadas con VIH.

V + - - + -
P - 10nM  100nM 100 nM
RU - - - M 1M

o-Tubulina -““ 55KDa

PT

1.50+

1.254

1.00+

0.75 T

0.50+

CCR5/a.-Tubulina

0.254

0.00

Vv P10nM P 100 nM RU P+RU

Figura 15. Analisis del efecto de P sobre el contenido de CCR5 en PBMCs de pacientes
infectadas con VIH. Las células fueron tratadas por 24 h con V, P (10 y 100 nM), RU486 (1
uM) y P (100 nM) + RU486 (1 uM). El analisis fue corregido respecto a los datos obtenidos del
analisis del control de carga a-tubulina. V, P10 y 100 nM n=8; RU486 y P+RU486 n=3.
4p<0.05vs V
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La P regulo significativamente, de manera negativa, el contenido de CCR5 en
PBMCs tanto en donadoras seronegativas como en pacientes VIH positivas desde
la dosis de 10 nM (0.818+0.03, 0.071+0.04, respectivamente) y este efecto se
mantuvo en ambos grupos con la dosis de 100 nM de la hormona (0.78+0.04,
0.60% 0.06, respectivamente). La disminucion del contenido de CCR5 por P en
PBMCs fue mayor en pacientes VIH positivas que en pacientes seronegativas
(41.7% y 28.44%, respectivamente).

Por otra parte, el RU486, no revirtio el efecto de la P, observandose una
disminucién en el contenido de CCR5 en ambos grupos (SN: 0.7410.1; VIH:
0.59+0.11).

Una vez estudiada la regulacién de CCRS por P, se realizaron los estudios para
determinar la regulaciéon de CXCR4 por P en PBMCs de pacientes VIH positivas y
de donadoras seronegativas. Para lo cual se cultivaron las PBMCs como se indicé
previamente en la metodologia. Posteriormente las PBMCs fueron tratadas con V,
P (10 y 100 nM), RU486 (1 uM) y el tratamiento conjunto de P (100 nM) y RU486
(1 uM) por 24 h. Al término de cada tratamiento se extrajo la proteina total de las
PBMCs y se determind el contenido de CXCR4 por medio de la técnica de
Western Blot.

En la figura 16 se muestra un blot representativo y la grafica correspondiente al
efecto de los diferentes tratamientos sobre el contenido de CXCR4 en PBMCs de
donadoras seronegativas colectadas 24 h después de cada tratamiento. Se
realizaron ocho experimentos independientes de los grupos V 0.02%, P 10 y 100
nM vy tres experimentos independientes con tratamiento con el antagonista de P,
RU486 (1 uM) y el tratamiento conjunto P (100 nM) + RU486 (1 uM). Se detectd
una banda de 43KDa correspondiente a CXCR4 y otra banda de 55 KDa

perteneciente a a-tubulina utilizada como control de carga.
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Figura 16. Efecto de la P y de su antagonista RU486 sobre el contenido del correceptor
CXCR4 en PBMCs de donadoras seronegativas (SN). Las PBMCs fueron tratadas por 24 h
conV, P (10 y 100 nM), RU486 (1uM) y P + RU486 (1 uM). Los datos fueron sometidos a un
analisis densitométrico y los resultados fueron corregidos por los datos obtenidos del
analisis del control de carga y se realizé un analisis estadistico. V, P10, P100 n=8; RU486,
P+RU486 n=4. ¢ p<0.05 vs V; *p<0.05 vs P100 nM, RU486; **p< 0.05 vs P 100nM y P + RU486.
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Paralelo al experimento anterior se realizdé la deteccion de CXCR4 en PBMCs
tratadas con V (0.02%), P (10 y 100 nM), el antagonista de P, RU486 (1 uM) y el
tratamiento conjunto de P (100 nM) y RU486 (1 uM) de pacientes VIH positivas.

En la figura 17 se muestra un blot representativo de la deteccién de CXCR4 (43
KDa) en los diferentes tratamientos al igual que la deteccién del control de carga,
o-tubulina (65 KDa). También se muestra la grafica de ocho experimentos
independientes (V 0.02%, P 10 y P 100 nM) y tres experimentos independientes
(RU486 1 uM vy el tratamiento conjunto de P 100 nM y RU486 1 uM), donde se
representa el efecto de los diferentes tratamientos sobre la regulacién del
contenido de CXCR4 en PBMCs de pacientes infectadas con VIH.

El tratamiento con P reguldé de manera positiva el contenido de CXCR4 en PBMCs
tanto de pacientes infectadas con VIH como de donadoras seronegativas al VIH,
en comparacién con el vehiculo. En ambos grupos el efecto se observo desde la
dosis de 10 nM de P (1.77+0.11 y 1.34+ 0.03) y se incrementd con la dosis de 100
nM de P (2.17 + 0.12 y 1.64+0.03). El incremento del contenido de CXCR4 en
PBMCs inducido por el tratamiento con P a una dosis de 10 nM fue mas notorio en
donadoras seronegativas que en pacientes infectadas con VIH (78.8% y 26.4%,
respectivamente) y este efecto fue incrementado por la dosis de 100nM de P en

ambos grupos (64.0% y 118.0%, respectivamente).
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Figura 17. Regulacion de CXCR4 en PBMCs de pacientes infectadas con VIH. Las células
fueron tratadas con V, P (10 y 100 nM), RU486 (1 uM) y el tratamiento conjunto de P (100 nM)
y RU486 (1 uM). Las proteinas fueron detectadas por Western Blot como se mencioné
anteriormente. V, P10, P100 n=8; RU486, P+RU486 n=4. ¢ p<0.05 vs V; **p< 0.05 vs P 100nM y
P + RU486.

Por otro lado el RU486 ocasiond un incremento en el contenido de CXCR4 en
PBMCs tanto de donadoras seronegativas como en pacientes infectadas con VIH
(1.2440.04 y 1.32 + 0.02, respectivamente) respecto al vehiculo. Por ultimo el
RU486 (1 uM) no revirtio el efecto de P, obteniendo resultados similares al
tratamiento con P 100 nM, lo que indica que RU486 no tuvo algun efecto

antagodnico sobre la accion de P.
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10. Discusion.

En el presente estudio se determiné el papel de la P sobre la regulacion del
contenido de CCR5 y CXCR4 en PBMCs de pacientes VIH positivas por la técnica
de Western Blot. Los resultados obtenidos muestran que tanto CCRS5 como
CXCR4 son regulados por P en PBMCs de pacientes VIH positivas al igual que en

PBMCs de donadoras sanas.

Como se ha descrito anteriormente, las hormonas sexuales tienen un papel
importante en la regulacion de la expresiéon y modulacion de vias de sefnalizacion
intracelulares al igual que en la regulacion de células del sistema inmune
(Edwards, 2005, Cu-Uvin et al., 2000). Recientemente se ha demostrado que la
replicacion de VIH es regulada en PBMCs por estradiol y P en concentraciones
similares a las encontradas en el ciclo menstrual. PBMCs tratadas con estradiol (1
nM) por 48 h e infectadas posteriormente con VIH in vitro, incrementaron los
niveles de replicacion del virus en un 30%. Por otro lado el tratamiento de PBMCs
con P (100 nM) e infectadas posteriormente con VIH in vitro redujo en un 20% la

infeccion de estas células por el virus (Asin et al., 2008).

De acuerdo a lo reportado por Vassiliadou y cols. la P regulé6 de manera negativa
el contenido de CCR5 en PBMCs tanto en mujeres infectadas con VIH como en
donadoras sanas. El efecto se observé desde la concentracion de 10 nM de P y el
efecto fue mayor a la concentracion de 100 nM de la hormona. Cabe mencionar
que la disminucion en la expresion de CCR5 por P se observd de manera mas
evidente en mujeres infectadas con VIH (41.7%) en comparacién con mujeres

seronegativas (28.4%).
El tratamiento con el antagonista de la P, RU486 no mostré ningun efecto en la

expresion de CXCR4. El tratamiento con RU486 (1 uM) no revirti6 el efecto de la P

(100 nM) sobre la regulacion de CCR5, por lo que se puede sugerir que la P no
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actua en PBMCs para modular la expresion de los correceptores al VIH por medio
del RP.

Por otro lado y en contraste a lo reportado por Vassiliadou y col. para CXCR4 in
vitro, la P regul6 positivamente el contenido de CXCR4 en PBMCs de donadoras
seronegativas. El efecto positivo sobre el correceptor también se observé en
PBMCs de mujeres infectadas con VIH. Este efecto ocurri6 con ambas dosis de P
(10 nM y 100 nM). Cabe mencionar que las concentraciones utilizadas en el
trabajo de Vassiliadou y col. (1 y 10 uM) fueron mayores a las utilizadas en este
trabajo (10 y 100 nM). Por otra parte existen reportes que demuestran que la P
tienen un efecto positivo sobre la expresiéon de CXCR4 durante la fase proliferativa
en células epiteliales de utero de mujeres sanas, comparado con la fase secretora
del ciclo menstrual (Yeaman et al.,, 2003). Estos resultados sugieren que los

efectos de la P sobre el contenido de CXCR4 dependen de su concentracion.

De forma interesante el tratamiento con RU486 incrementé el contenido de
CXCR4 en PBMCs, tanto en mujeres VIH positivas como en donadoras
seronegativas. Ademas RU486 (1 uM) no antagonizé el efecto de la P. RU486
tiene afinidad con receptores a glucocorticoides, pudiendo actuar como
antagonista o agonista parcial, dependiendo del contexto celular. Se ha reportado
que los glucocorticoides tienen un efecto regulador sobre la expresion de CXCR4,
incrementando su contenido en diferentes células tales como eosinodfilos vy
linfocitos T CD4".

La regulacion que tiene la P sobre la expresion de los correceptores al VIH,
pudiera estar relacionada con vias que tienen en comun con CCR5 y CXCR4,
como son; la activacion de MAPK (via de proteinas cinasas activadas por
mitdégenos) y la activacion de factores de transcripcion como NF-kB (Ling et al.,
1999). Se ha reportado que en lineas celulares derivadas de cancer de mama y de

prostata, NF-xB incrementa el contenido de CXCR4 y que la inhibicién de este
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factor de transcripcion reduce el contenido de este correceptor (Helbig et al., 2003;
Kukreja et al., 2005). Por otra parte se ha encontrado que la activacion de MAPK
tiene un papel importante en la regulacion del incremento de la expresion de
CCR5 y CXCR4 en varios tipos de células, como las derivadas de linfoma humano
(Kim et al., 2006; Lei et al., 2005).

Como se menciond anteriormente datos epidemioldgicos sugieren la existencia de
diferencias en el desarrollo de la infeccion por VIH de acuerdo al género. Se ha
observado que en etapas tempranas de la infeccion, cuando el virus utiliza
principalmente el correceptor CCR5, las mujeres muestran un mejor prondstico en
comparacion con los hombres, sin embargo, esta relacion se invierte en etapas
tardias, cuando el VIH utiliza principalmente el correceptor CXCR4. Esta diferencia
pudiera deberse al efecto que presenta la P sobre la expresion de los
correceptores CCR5 y CXCR4, la cual puede participar en la regulacion de la
infeccion por VIH y la razén por la cual la carga viral y la cuenta de linfocitos T

CD4" varian de acuerdo al género.
Hasta el momento se desconoce el mecanismo por el cual la P regula la expresion

de CCR5 y CXCR4 en PBMCs por lo que se requieren mas estudios para poder

elucidar dicho mecanismo.

11. Conclusidnes.

- La P regula el contenido de CCRS y CXCR4 en PBMCs de pacientes

VIH positivas y de donadoras seronegativas.

- El efecto de la P sobre la regulacion del contenido de CCR5 y CXCR4

es independiente del RP.
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ANEXOS

13. Anexos

a) TBS.

Tris-Base
NacCl
*pH 7.5

b) Solucién de corrida.

Tris-Base
NaCl
SDS

c¢) Solucion de transferencia.

Tria-Base
Glicina
SDS
Metanol

d) Solucién de bloqueo.

Leche desremada en polvo
Albumina
*Prepararen TBS pH 7.5

50 mM
150 mM

25 mM
192 mM
10%

48 mM
39 mM
0.37%
20%

3%
1%
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ANEXOS

e) Buffer de lisis.

DTT 1 mM
Tris-HC 10 mM
Glicerol 30%

EDTA 1 mM
Triton 1%
Leupeptina 4 pg/mL
Aprotinina 22.5 pg/mL
PMSF 1 mM
Azida 15 mM

f) Buffer de carga.

Tris-Base 50 mM
SDS 2%
B-Mercaptoetanol 5%
Azul de Bromofenol 0.1%
Glicerol 10%

g) Anticuerpos utilizados

Anticuerpo monoclonal anti CCRS5 (IgG-HRP CKRS5, Santa-Cruz sc-17833)
Anticuerpo monoclonal anti CXCR4 (IgG-HRP CD184, Chemicon AB-1847)
Anticuerpo anti-conejo (IgG-HRP, Santa-Cruz sc-2749)

Anticuerpo anti-cabra (IgG-HRP, Santa-Cruz sc-2033)
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