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RESUMEN
Nef es una proteina accesoria del VIH-1 involucrada en la amplificacion de la

replicacion viral, en la endocitosis de los receptores CD4 y CXCR4 en el linfocito T, en
la prevencion de la apoptosis y en la regulacion de la respuesta inmune mediante la
alteracion en la secrecién de citocinas con propiedades inmunoldgicas diversas. Asi
mismo, Nef es secretada al ambiente extracelular (exNef) y al torrente sanguineo,
sugiriendo que exNef podria afectar a diversas poblaciones celulares inmunoldgicas y
no inmunoldgicas. En este sentido, se ha demostrado que exNef altera en diverso grado
de intensidad y direccion la funcionalidad de los linfocitos B, linfocitos T CD4+, células
dendriticas maduras e inmaduras y de forma interesante afecta también la expresion del
receptor CD8 en los linfocitos T en respuesta a la estimulacién por la PHA, por lo que
decidimos evaluar el efecto de exNef en la induccion de actividad citotdxica y
proliferacion en los linfocitos T CD8+ humanos.

Encontramos que exNef a la concentracién de 10 ng/ml amplificé la actividad
citotoxica inducida de forma alogénica mediante mDC, mientras que a la concentracion
de 100 ng/ml no indujo efecto alguno sobre la actividad citotdxica. El indice de
amplificacion de la actividad citotoxica por exNef se relaciond inversamente con la
actividad citotoxica basal, por lo que los linfocitos T CD8+ con menor actividad
citotoxica basal desplegaron mayor actividad citotoxica en respuesta a exNef. En
cambio, exNef a ambas concentraciones modul6 diferencialmente la proliferacion de los
linfocitos T CD8+ inducida por la PHA, observandose tanto la ausencia de efecto, como
amplificacion y disminucion de la proliferacion en respuesta a exNef mas PHA. La
direccién del efecto dependi6 inversamente de la proliferacion basal. exNef en ausencia
de PHA no causo efecto alguno.

Estos hallazgos sefialan que exNef tiene la capacidad in vitro de afectar de forma
pronunciada dos funciones inmunolégicas esenciales de los linfocitos T CD8+
humanos: la proliferacién y la induccién de actividad citotdxica, en una forma que
dependi6 inversamente de la reactividad basal de las células, sugiriendo asi que exNef
podria tener un efecto inmunomodulador relevante en la patogénesis del SIDA 'y que

también podria ser empleada en inmunoterapia.



ABSTRACT
Nef is an accessory protein of HIV-1 involved in the amplification of viral

replication, in the endocytosis of CD4 and CXCR4 receptors in T lymphocytes, in the
prevention of apoptosis and the regulation of the immune response by altering the
secretion of cytokines with different immunological properties. Similarly, Nef is
secreted into the extracellular environment (exNef) and the blood, suggesting that exNef
could affect immunological and non-immunological cell populations. In this sense, it
has been shown that exNef alters in several degrees of intensity and direction the
functionality of B cells, CD4 + T cells, immature and mature dendritic cells and
interestingly also affects the expression of receptor CD8 on T cells in response to
stimulation by PHA. Thus, we decided to evaluate the effect of exNef in the induction

of cytotoxic activity and proliferation in human CD8 + T lymphocytes.

We found that exNef at the concentration of 10 ng / ml amplified the cytotoxic
activity induced by allogeneic mDC, while the concentration of 100 ng / ml did not
induce any effect on the cytotoxic activity. The rate of cytotoxic activity amplification
by exNef was inversely associated with basal cytotoxic activity, as CD8 + T cells with
lower basal cytotoxic activity displayed higher cytotoxic activity in response to exNef.
In contrast, both concentrations of exNef differentially modulated the proliferation of
CD8 + T lymphocytes induced by PHA, showing both the absence of effect, as the
amplification and decreased of proliferation in response to PHA plus exNef. The
direction of the effect depended inversely on the basal proliferation. exNef in the
absence of PHA did not cause any effect.

These findings indicate that exNef has the in vitro ability to profoundly affect
two pivotal immune functions of the human CD8+ T lymphocytes: the proliferation and
induction of cytotoxic activity in a manner that depends inversely on the basal reactivity
of the cells, suggesting that exNef could have a significant immunomodulatory effect in
the pathogenesis of AIDS and may also be used in immunotherapy.



ABREVIATURAS

exNef: Nef extracelular.

VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1.
SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

SIV: virus de la inmunodeficiencia del simio.

TAR: elemento de respuesta a la trans-activacion.
MHC I: complejo mayor de histocompatibilidad clase I.
TCR: receptor del linfocito T.

CTL: linfocitos T CD8+ citotoxicos.

SHIV: virus quimera constituido por genes del VIH-1y del SIV.
APC: célula presentadora de antigeno profesional.
mDC: célula dendritica madura.

pPMHC: complejo péptido MHC | especifico.

PHA: fitohemaglutinina.

riL-2: interleucina 2 recombinante humana.

riL-4: interleucina 4 recombinante humana.

GM-CSF: factor estimulante de colonias de monocitos y granulocitos.
LPS: lipopolisacarido bacteriano.

PBMC: células mononucleares de sangre periférica.
SFB: suero fetal bovino.

cpm: cuentas por minuto.

ANOVA: analisis de varianza.



I. INTRODUCCION.

1.1 El largo camino hacia Nef extracelular (exNef).
La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y el

conjunto de patologias asociadas a ésta, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), representan uno de los principales problemas de salud publica mundial. De
acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el mundo viven
aproximadamente 33 millones de personas infectadas con el VVIH-1, con un incremento
anual de casi 3 millones de nuevos infectados (sitio OMS en internet). La investigacion
sobre la infeccion y la patogénesis del SIDA se ha convertido en una prioridad de salud
a nivel mundial, debido al impacto que el VIH-1 tiene en la vida misma del paciente, en
el estatus socioecondmico y en las relaciones interpersonales en general (Danzinger R
1994., Kleinman DV 1997., Gayle H 2000., Piot P et al. 2001). Ademas, la infeccién
por el VIH-1 representa un reto ineludible de estudio por las ciencias biomédicas, dado
que durante el curso de la infeccidn es posible observar una serie considerable de
patologias, como inflamacién cerebral, perdida de peso, autoinmunidad en presencia de
inmunodeficiencia, desbalance hormonal, desgaste cardiaco, atrofia muscular y atrofia
del tejido linfoide (Edelman AS et al., 1989, Levy JA et al., 2007). Muchas de esas
alteraciones fisioldgicas se corresponden con cambios en la viabilidad, distribucion y

diferenciacion de varias poblaciones celulares inmunoldgicas.

El entendimiento de la patogénesis del SIDA debida a la infeccion por el VIH-1
comenzd en 1984 cuando se postul6 que la causa del SIDA podia residir de forma casi
exclusiva en la deplecion gradual pero irreversible de los linfocitos T CD4+ (Goedert JJ
et al., 1985, McDougal JS et al., 1985), los cuales desempefian un papel central en el
desarrollo de la inmunidad protectora contra agentes infecciosos. Siguiendo este
postulado, el ciclo de infeccion inicia con la entrada del virus al linfocito T CD4+ a
través de la interaccion del complejo de proteinas virales gp120/gp41 con el receptor
celular de membrana CD4 y con alguno de los receptores para quimiocinas,
principalmente CCR5 y CXCR4, induciendo la fusién de la envoltura viral con la
membrana celular, la internalizacion del virus y su migracién hacia el nicleo celular,
donde ocurre la retro-transcripcion, la integracion del genoma viral en el genoma
celular, la sintesis de nuevas particulas virales, el ensamblaje de los virus y su
migracion hacia nuevas células blanco a través de la gemacion desde la membrana
celular (Markham PD et al., 1985; revisado en Trkola A et al., 2004).



Poco después se establecio un esquema mas amplio, con la identificacién de
todos los genes y proteinas virales, asi como su participacion en cada uno de los pasos
del ciclo viral. El paso més significativo en esta clasificacion fue la division del ciclo
viral en dos etapas: etapa temprana, donde ocurre la integracion del genoma viral en el
genoma celular, la sintesis de las proteinas reguladoras y accesorias y, etapa tardia,
donde ocurre la sintesis de las proteinas estructurales, el ensamblaje de los virus y la
gemacion. Estas etapas fueron sugeridas con base a las infecciones de otros retrovirus,
como HTLV I, donde previamente se habian establecido (revisado en Cullen BR 1991 y
Nisole S et al., 2004).

En el caso del VIH-1 (figura 1) (revisado en Freed EO et al., 2006), la etapa
temprana empieza antes de la integracion del genoma viral, con la sintesis de las
proteinas virales reguladoras y accesorias. Las proteinas reguladoras son Tat y Rev, las
cuales son completamente esenciales para la sintesis del ARN viral, mientras que las
proteinas accesorias son Vpr, Vpu, Vif y Nef, las cuales ejercen maltiples funciones
sobre la maquinaria celular, que en general convergen en el alargamiento de la vida de
la célula infectada, en el escape a la vigilancia inmunolégica, en el ensamblaje de los
virus y en la sintesis elevada de las particulas virales. La etapa tardia empieza después
de la integracion del genoma viral, con la sintesis de las proteinas virales estructurales
gag, pol y env, que son comunes a todos los retrovirus. Posteriormente, ocurre la
gemacion de las nuevas particulas virales, la cual puede causar apoptosis in vitro en los
linfocitos T CD4+ (Leonard R et al., 1988). Esta caracterizacion permitié vincular a la
replicacion viral con la deplecion de los linfocitos T CD4+ vy la progresion al SIDA,
aunque pronto se hizo énfasis en que no explicaba completamente como la deplecion
aparente de un solo tipo celular, esto es, de los linfocitos T CD4+, ocasionaba un
complejo cuadro inmunopatoldgico (Edelman AS et al., 1989).

Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de replicacion del VIH-1. Simbolos: las flechas rectas indican los pasos desde la entrada a la
integracion, la flechas curveadas indican la fase temprana del ciclo y las flechas de cabeza doble indican la fase tardia
del ciclo. 1) Interaccion entre el virus y los receptores celulares CD4 y CXCRA4. 2) Fusion. 3) desnudamiento del
genoma viral. 4) Transcripcion reversa. 5) Formacion del complejo de pre-integracion. 6) Importacion nuclear del
complejo. 7) Integracion del genoma viral en el genoma celular. 8) Transcripcion de los RNAm tempranos. 9)
Traduccion de las proteinas regulatorias. 10) Importacion nuclear de Tat y Rev. 11) Exportacion mediada por Rev de
los RNAm virales. 12) Traduccion de las proteinas virales estructurales. 13) Ensamblaje del RNA viral en la
membrana. 14) Gemacion viral. 15) Maduracion viral. Algunos factores celulares involucrados en la transcripcion
viral: RNA pol 11l y NF-kB. (modificado de Scherer L et al., 2007).

Un reporte fortalecid este esquema basico y al mismo tiempo establecié que si
bien Nef era completamente innecesaria para la replicacion viral in vitro (Cullen BR
1994), era completamente esencial para mantener una replicacion viral elevada y para
desarrollar el SIDA en monos infectados con el virus de la inmunodeficiencia del simio
(SIV) (Kestler HW 3rd et al., 1991). Por esas fechas se publicaron varios estudios que
analizaron la relacion entre la presencia de anticuerpos anti-Nef en el plasma de
pacientes infectados por el VIH-1y la progresion al SIDA, de los cuales 2 estudios
mostraron datos contradictorios entre si y 3 de ellos no encontraron relacion sélida entre
la presencia de los anticuerpos y la progresion (Reiss P et al., 1989., Reiss P et al.,
1990., Reiss P et al., 1991., Bahraoui E et al., 1990., Rezza G et al., 1992). Es necesario
destacar que para ese momento el estudio del papel de Nef sobre la progresion al SIDA

estaba enfocado casi exclusivamente en sus efectos sobre las células infectadas y la



replicacion viral. Este enfoque cambi6 sutilmente en 1994, cuando el Dr. Jean Claude
Chermman, quien fuera antiguo colaborador del Dr. Luc Montagnier, reporté que el
VIH-1 caus6 apoptosis en cultivos de células de médula ésea (Calenda V et al., 1994).
Ese efecto se reprodujo con la adicién de mutantes virales impedidas para replicarse.
Sin embargo, ese efecto no se observé cuando las células se infectaron con variantes
virales competentes para replicarse que carecian del gen nef. De forma interesante, la
sola adicion de la proteina Nef en forma exdgena si caus6 apoptosis. En este trabajo no
se expuso la inferencia que llevé al grupo del Dr. Chermann a proponer que Nef podia
ser el mediador de la apoptosis, pero es el primer reporte experimental que postulé de
forma clara que la proteina Nef del VIH-1 era un mediador independiente de dafio in
vitro hacia tipos celulares diferentes a los linfocitos T CD4+ y que la replicacién viral
podia ser innecesaria. Recientemente, otros autores han corroborado in vivo este
hallazgo (Prost S et al., 2008). Justo un afio después se publico la primera descripcion
detallada de una cohorte de pacientes australianos infectados a través de la sangre de un
donador comun, con una variante del VIH-1 que expresaba al gen nef de forma no
funcional, teniendo como consecuencia el desarrollo de una infeccién con replicacion
viral baja, cuenta de linfocitos T CD4+ relativamente estable y nula o lenta progresion
al SIDA (Deacon NJ et al., 1995). En 1997, Whitakker R (1997), se preguntd si la sola
replicacion viral podia explicar la miriada de desordenes inmunoldgicos observados
durante la infeccion por el VIH-1, aunque aceptaba que el tratamiento antirretroviral
tenia un efecto benéfico, previniendo o retrasando la expresion de esos desordenes, por
lo que sugirid, a la luz de evidencia experimental, la posibilidad de que componentes
virales solubles pudieran mediar efectos adicionales en células no infectadas. Un afio
antes se habia demostrado la presencia de la proteina exNef tanto en el sobrenadante de
cultivos infectados con el VIH-1 como en el plasma de una elevada proporcién de un
grupo de pacientes infectados con el virus, en concentraciones que oscilaban entre 1y
10 ng por mililitro (Fujii Y et al., 1996). Ensayos in vitro mostraron que a
concentraciones de 0.1 pg/ml, exNef inhibié ampliamente la proliferacion de linfocitos
T CD4+, provenientes tanto de lineas celulares como de muestras de sangre periférica.
Este trabajo dispar6 una serie de experimentos in vitro e in vivo. Se demostro que exNef
causé apoptosis en los linfocitos T CD4+ (Fujii Y et al., 1996), inhibicion en la
secrecidn de anticuerpos en linfocitos B (Quaranta MG et al., 2000), proliferacion de
células mononucleares de sangre periférica no infectadas (Quaranta MG et al., 1999).
exNef también alter6 la leucotaxis in vivo (Koedel U et al., 1999). Otro estudio mostrd



que exNef causd apoptosis en lineas celulares de neuronas humanas (Trillo-Pazos G et
al., 2000). Estos hallazgos fortalecieron la hipétesis de que exNef podia ser un mediador
independiente de dafio sobre varios tipos celulares.

1.1.2 Descripcion de Nef.
1.1.2.1 Estructura de Nef.

Nef es una proteina de 27kDa a 35 kDa que se ha dividido esquematicamente en
tres regiones: la region amino terminal, la region del cuerpo o core y la regién carboxilo
terminal (figura 2) (Geyer M et al., 2001). La regién amino terminal, compuesta por los
aminoacidos 1 al 70 aproximadamente, es una region genéticamente muy variable, que
puede sufrir dos modificaciones post-traduccionales: fosforilacion y miristilacion.
Mientras que la relevancia de la fosforilacion es poco conocida, la relevancia de la
miristilacién es muy importante, dado que induce su traslocacion a la membrana
celular, la cual permite que Nef interactle con los receptores de membrana asociados a
la activacion del linfocito T. La regién del core es la menos variable de las tres regiones,
estd compuesta por los aminoacidos 70 al 180 aproximadamente y es la region de Nef
que une a la mayoria de las moléculas de sefializacion, debido a que exhibe varias zonas
ricas en prolina. En particular, destacan la zona P72xxP75, donde se une el grupo SH3
de las quinasas Src, las cuales juegan un papel central en la activacion del linfocito T
(Carl S et al., 2000). Resulta notable que el efecto observado debido a las interacciones
de algunas de estas moléculas no se correlaciona siempre con la fuerza de la afinidad
con la region SH3 de Nef. Por ejemplo, Nef une con afinidad muy alta a la quinasa Lyn,
sin observar efecto alguno. En cambio, Nef también une con afinidad muy alta a Hck,
resultando en la activacion de la quinasa. Ademas de afectar diferencialmente a las vias
de sefializacidn, la region del core tiene la propiedad de mediar la oligomerizacién de
Nef, tanto in vivo como in vitro, aunque se desconoce su relevancia funcional. La
oligomerizacion de otras moléculas se ha asociado comunmente con la amplificacion de

un efecto. Por lo tanto, se considera que la oligomerizacion de Nef a través del core

Figura 2.
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Figura 2. Estructura de Nef. Esquema que muestra las principales regiones funcionales de la proteina Nef del VIH-
1. Destaca la regién de miristilacion, que permite el anclaje de Nef a la membrana celular, la region de union a Sh3,
que permite la interaccion entre Nef y varias moléculas de sefializacion, la region de unién a CD4, la regién de unién
a las proteinas celulares asociadas al transporte PACSL1, la region de union a proteinas del tipo ATPasas (modificado
de Geyer M et al., 2001).

promueve un mayor efecto de Nef sobre la sefializacion celular y la subsecuente
activacion del linfocito T. Una porcién de Nef localizada entre los aminoacidos 57 y
100, que corresponde a un zona intermedia entre la region amino terminal y la del core,
participa en el anclaje de las moléculas PACS1 y B-COP, asociadas a la endocitosis del
MHCI y del CD4. La region carboxilo terminal de Nef al parecer no desencadena un
evento de trascendencia para la funcionalidad celular. Algunos estudios mostraron que
esta region de Nef se expresa en la membrana celular, induciendo la formacion de
sincicios (Otake K et al., 1994), cuya deteccion se ha asociado a la aparicion de cepas
virales mas agresivas y a mas rapida progresion al SIDA. Esta constituido por los
ultimos 40 amino&cidos de Nef.

1.1.2.1 Nefen el ciclo replicativo del VIH-1.
El esquema original del ciclo replicativo del VIH-1 derivado de estudios

iniciales del virus (Markham PD et al., 1985) postulaba que, posterior a la integracion
del genoma viral en el genoma celular, ocurre la expresion de la proteina viral Tat, que
es el producto viral de expresion mas temprana (revisado en Wu Y 2004), la cual se une
a una region del ADN viral denominada elemento de respuesta a la trans-activacion
(TAR), teniendo como consecuencia la sintesis elevada de aproximadamente 30



diferentes transcritos virales, que se generan a partir de la edicién alternativa de un
transcrito comun, para después dar origen a las diferentes proteinas regulatorias,
accesorias y estructurales del virus. En 1990 se demostrd que la integracion in vitro no
era necesaria para la generacién de las proteinas del VIH-1 (Stevenson M et al., 1990) y
estudios de la presente década demostraron que mas del 99% del ADN viral no esta
integrado en el genoma celular durante la etapa asintomatica de la infeccion (Wu Y et
al., 2003a), fendmeno que también habia sido reportado en la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia felina (Mullins Hi et al., 1991), sugiriendo que se trata de una
propiedad compartida entre los retrovirus.

Usando virus genéticamente impedidos para integrarse asi como inhibidores
quimicos de la integrasa viral, se demostré que en linfocitos T CD4+ en reposo,
posterior a la expresion de Tat, la proteina Nef era el segundo transcrito en expresarse, a
los 3 dias de infeccion, seguida de la proteina Rev y, con expresién positiva, aunque
baja, de las demas proteinas virales (Wu Y et al., 2003b). La expresion temprana de Nef
en ausencia de integracion promueve la endocitosis del receptor CD4 (Gillim-Ross L et
al., 2005). En relacion a la replicacion viral, la expresion temprana de Nef en ausencia
de integracion induce una mayor proliferacion en respuesta a la activacion celular por
anti-CD3 y anti-CD28, que resulta en mayor sintesis de IL-2. Otros ensayos ademas
mostraron que Nef promueve la integracion del genoma viral en el genoma celular.
(Tokunaga K et al., 1998). Por lo tanto, la expresion temprana de Nef reduce el umbral
de activacion del linfocito T CD4+ para promover la integracion y la subsecuente
replicacion elevada del VIH-1.

En la infeccion por el VIH-1 en humanos se encontr6 una fuerte relacion entre la
patogenicidad del virus y la capacidad de Nef para desplegar cuatro funciones in vitro:
la endocitosis del receptor CD4, la endocitosis del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo | (MHCI), la promocion de la replicacién viral y la
amplificacién de la infectividad (Carl S et al., 2001). En general se admiti6 que la
endocitosis del CD4 y del MHCI se ve favorecida en las etapas tempranas de la
infeccion, alargando la vida media de la célula y facilitando el escape a la vigilancia
inmunoldgica, respectivamente, en tanto que la promocién de mayor replicacion viral e
infectividad se ve favorecida en las etapas avanzadas de la infeccion, promoviendo la
expansion del virus y mayor pérdida de linfocitos T CD4+ (Carl S et al., 2001., Crotti A
et al., 2006). Si bien Nef es necesaria y suficiente para desplegar estas propiedades in



vitro, los hallazgos de que Nef tiene la capacidad de asociarse directamente con la
region del core del virus y con una ribonucleoproteina viral, sugieren que otros
componentes del VIH-1 podrian aumentar la patogenicidad intrinseca de Nef, como la
amplificacion de la infectividad y la promocion de la replicacion viral.

1.2 Papel de Nef in vivo como una toxina viral.
En 1998 se ensay6 el efecto de la expresion del genoma del VIH-1 y del gen nef

en ratones transgénicos. Se encontrd que la expresion del genoma viral completo causo
en los ratones un cuadro similar al SIDA mientras que la expresion de una variante del
genoma viral que no expresaba al gen nef no causo patologia. De forma notable, la sola
expresion del gen nef causo un cuadro similar al SIDA de igual magnitud al causado en
los ratones transfectados con el genoma viral completo (Hanna Z et al., 1998). Dos afios
después, este trabajo se analiz6 en un articulo de revision que postuld directamente que
Nef tiene un papel patogénico relevante en células y tejidos no infectados,
independiente al de la replicacion viral. (Azad AA 2000). Este postulado recibio
importante apoyo experimental en el 2002 (Dehghani H et al., 2002), cuando se mostré
que la inoculaciéon en monos de una variante patogénica del SIV que normalmente
inducia un cuadro clinico similar al SIDA después de varios meses de infeccion,
inesperadamente indujo una enfermedad letal en solo quince dias de infeccion en
promedio, caracterizada por linfopenia severa, sindrome de desgaste, salpullido, elevada
replicacion viral, hiperactivacion del sistema inmune concomitante con la secrecion
elevada de TNF alfa e IL-6 y severo dafio tisular, en particular sobre el tejido linfoide
asociado al intestino. El analisis molecular reveld que el virus habia sufrido una
mutacién por sustitucién de un solo aminoacido en la region ITAM de Nef, que es una
region que tiene gran homologia con las regiones ITAM del receptor de la célula T
(TCR), las cuales permiten el anclaje y activacion de moléculas que disparan la cascada
de sefializacién que inducen la activacion del linfocito T. Interesantemente, el
incremento en la virulencia de la nueva variante viral no se asoci6 ni con cambios en la
cinética de replicacion viral, dado que las infecciones con ambos virus desplegaron
cargas virales elevadas de similar magnitud, ni con cambios en el nimero de células
infectadas. Mas aun, la introduccion de esa mutacidn en otras variantes del SIV poco

agresivas fue suficiente para incrementar notoriamente su virulencia. Por lo tanto,



mutaciones en Nef pueden alterar la rapidez y magnitud de la enfermedad sin inducir
cambios en la replicacion viral.

1.3 Los linfocitos T CD8+ en la infeccion por el VIH-1.

La infeccion primaria por el VIH-1 se caracteriza por elevada replicacion viral,
deplecion de linfocitos T CD4+ y por algunas manifestaciones clinicas indicativas de
inmunodeficiencia. La deteccién de linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTL) circulantes
especificos del virus coincide con la caida de la replicacion viral y con la recuperacion
significativa del namero de los linfocitos T CD4+, mientras que la progresion al SIDA
se ha asociado al aumento continuo de la replicacion viral y a la pérdida acelerada de los
linfocitos T CD4+ (figura 3).
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Figura 3. Curso temporal de la infeccién por el VIH-1 y la respuesta inmune citotoxica. Durante la infeccion
temprana por el VVIH-1 se observa una potente repuesta inmune mediada por CTL asociada al control de la infeccion
y a la recuperacion en la cuenta de linfocitos T CD4+, mientras que en la progresion al SIDA, se observa una
declinacion en los CTL asociada al aumento de la replicacion viral y a la caida dréstica en la cuenta de linfocitos T
CD4+. HAART: (de terapia antiretroviral altamente activa por sus siglas en inglés), sefiala el momento estimado en el
cual se debe administrar al paciente terapia antiretroviral (modificado de thebody.com).

En 1999 se analiz6 nuevamente a la cohorte australiana descrita arriba, pero esta
vez se tomo en cuenta la funcionalidad inmunoldgica. De todos los parametros

analizados, solamente se encontr6 una fuerte correlacion, inversa, entre la respuesta



inmune citotoxica mediada por los CTL y la replicacion viral (Dyer WB et al., 1999).
Otros estudios de cohorte de pacientes infectados con variantes virales que si
expresaban a Nef de forma funcional, mostraron la misma relacion. Estas evidencias
permitieron hipotetizar que, al igual que en otras infecciones virales, la respuesta
inmune citotoxica mediada por los CTL era esencial, tanto para el control primario y
subsecuente de la replicacion del VIH-1, como para retrasar el desarrollo del SIDA.

La infeccion de monos Rhesus con virus quimeras constituidos por los genes
estructurales gag, pol y env y por el gen nef del SIV y por los demas genes del VIH-1
(SHIV), despliega una cinética de replicacion viral muy similar a la observada en la
infeccion primaria en humanos, por lo que constituye un modelo experimental adecuado
para estudiar la funcion de los CTL en el control de la replicacion viral y el desarrollo
del SIDA. La administracién de un anticuerpo anti-CD8 en esos monos 3 dias antes 'y 7
dias después de la inoculacion del SHIV ocasiond una deplecion transitoria de los
linfocitos T CD8+, junto con un incremento notable en la replicacién viral y en la
deplecion de los linfocitos T CD4+ (Matano T et al. 1998). Tres semanas después de la
administracion del anti-CD8, se observo una marcada recuperacion en el nimero de los
linfocitos T CD8+ junto con una fuerte caida en la replicacién viral y una recuperacion,
aungue menos pronunciada, en el nimero de los linfocitos T CD4+. Especificamente, la
replicacion viral en los monos tratados con el anticuerpo se establecié en un promedio
de 13,800 copias de ADN viral por cada 10° linfocitos T CD4+ mientras que en los no
tratados se estableci6 en 600 copias de ADN viral por cada 10 linfocitos T CD4+.
Treinta semanas después del seguimiento de la infeccion, la carga viral promedio se
mantuvo en 4,200 copias por cada 10° células para los tratados y en 190 copias por cada
10° células para los no tratados. De forma inesperada, se encontré que el anticuerpo
anti-CD8 habia depletado casi exclusivamente a los linfocitos T CD8+ del subtipo
CD28-, los cuales corresponderian al fenotipo de células efectoras terminalmente
diferenciadas o CTL, que se caracterizan por desplegar actividad citotoxica inmediata

sin necesidad de estimulacion.

Los CTL aislados de una elevada proporcion de pacientes infectados por el VIH-
1 a menudo exhiben alteraciones funcionales ex vivo, que consisten en defectos para
secretar compuestos antivirales, en la disminucidn de su capacidad proliferativa y en el
despliegue de actividad citotoxica deficiente o nula. Mediante el analisis por dilucién
limitante, se encontré una mayor frecuencia de CTL especificos del VIH-1 en la sangre



de pacientes asintomaticos que mantenian cargas virales bajas que en la sangre de los
pacientes sintomaticos que mantenian cargas virales elevadas. Empleando la técnica de
marcaje de CTL especificos del VIH-1 mediante complejos tetraméricos, otro estudio
encontrd que los cambios temporales en la deteccion de CTL especificos del virus se
correspondieron con cambios en la replicacién viral (Ogg GS et al., 1999). Estudios
adicionales reforzaron estos hallazgos y ademas establecieron que la deteccion de CTL
especificos del VIH-1 que tenian la capacidad para secretar compuestos antivirales, para
desplegar actividad citotdxica (Betts MR et al., 2006) y que ademas desarrollaban una
respuesta antiviral diversa frente a varios antigenos virales, era un indicador muy sélido
de lenta progresion al SIDA asociada a un fuerte control de la replicacion viral. Estos
hallazgos fortalecieron la hip6tesis de que la induccion de una adecuada respuesta
inmune citotoxica mediada por los CTL podria ser determinante para el curso de la
infeccion por el VIH-1 en humanos.

1.4 Modelo de induccion de una respuesta inmune citotoxica mediada por los
Linfocitos T CD8+.

La concepcion mas aceptada (Janeway CA et al., 2005) postula que el evento
inicial que conduce a la activacion y diferenciacion del linfocito T CD8+ virgen hacia
CTL, es su migracidén hacia tejidos linfoides secundarios, debido a la expresion de los
receptores de “homing” tisular CCR7 y CD62L, en donde se une con una célula
presentadora de antigeno profesional (APC) infectada, como la célula dendritica
madura (mDC), inicialmente a través de la union de las moléculas de adhesion LFA-1,
ICAM-3 y CD2, expresadas en la membrana del linfocito T, con las moléculas de
adhesion ICAM-1, ICAM-2, DC-SIGN y CD58, expresados en la membrana de la mDC
(figura 4a). Esta union, que es temporalmente breve, permite al linfocito T CD8+
rastrear la membrana celular de la mDC en busca de su complejo MHC I- péptido viral
especifico (pPMHC). Cuando el linfocito T CD8+ une su TCR con el complejo pMHC,
ocurre un cambio conformacional en LFA-1, que incrementa su afinidad por ICAM-1y
2, estabilizando la unién entre la célula T y la mDC, induciendo un segundo proceso de
interaccion, esta vez entre el co-receptor CD8 y el mismo pMHC al que se uni6 el TCR,
promoviendo una adhesién mas estable y de mayor duracion que tiene como
consecuencia inmediata la activacion por fosforilacion de la quinasa p56/Lck, que unida
a la porcion intracitoplasmatica de la cadena alfa del CD8, dispara la fosforilacion de las



regiones ITAM del CD3 y del TCR, para permitir el anclaje de varias moléculas de
sefializacion, especialmente ZAP-70, que conducen a la activacion de factores de
transcripcion necesarios para activar al linfocito T (figura 4a).

Figura 4a y 4b.
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Figura 4. Esquematizacion del proceso de activacion del linfocito T CD8+ que conduce a su diferenciacion
hacia CTL. a) Interaccion entre el linfocito T CD8+ con la APC profesional a través de los receptores membranales
de cada tipo celular (modificado de http://pathmicro.med.sc.edu/bowers/mhc.htm). b) A la interaccion entre el TCR 'y
el MHC ocurre la interaccion entre el CD8 y el pMHC, la cual induce la activacion de Lck para fosforilar y activar
varias moléculas de sefializacion que conducen a la activacion del factor de transcripcion NFAT, mientras que la
interaccion de CD28 con sus ligandos induce la activacion del factor de transcripcion AP1, los cuales promueven la
sintesis de IL-2 (modificado de Fathman CG et al., 2007).

La segunda etapa de activacion (figura 4b), la cual ocurre de forma casi
concomitante a la interaccion del TCR con el pMHC, mediante la interaccién del
receptor CD28 con sus ligandos expresados sobre la membrana de la mDC, B7.1
(CD80) y B7.2 (CD86), tiene dos efectos claramente definidos. El primero es proveer la
segunda co-estimulacion, la cual desencadena la activacién de otra via de sefializacion
que induce la activacién de los factores de transcripcion NF-xB y AP-1, los cuales
estimulan una elevada sintesis del ARNm de la IL-2 y de la cadena alfa del receptor
para esta citocina, para generar un receptor para IL-2 de alta afinidad.



El segundo efecto, que converge con la estimulacion provista por el TCR y por
el co-receptor CD8, consiste en la activacion del factor de transcripcion NFAT, el cual
induce la estabilizacion del ARNm de la IL-2 para permitir una elevada sintesis de I1L-2.
A la sintesis y secrecidn de IL-2 sigue una fase de intensa expansién clonal (figura 5),
que ocasiona que el linfocito activado aumente su nimero en varios 6rdenes de
magnitud y que comience su diferenciacion, con la regulacion negativa de la expresion
de L-selectina y CCRY7, para impedir que el linfocito activado recircule nuevamente por
el ganglio linfatico, concomitante con la expresion de la molécula VLA-4, que facilita la
migracion del linfocito T CD8+ hacia los sitios de infeccidn e inflamacion, en donde se

expresa su ligando, VCAM-1.

Figura 5.
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Figura 5. Esquematizacién de la expansion de los linfocitos T CD8+ durante su diferenciacion hacia CTL.
CTL que reconocen a su complejo pMHC viral especifico (rojo) se activan (1) y despliegan una elevada proliferacion
clonal (I1) para diferenciarse hacia CTL. Posteriormente sigue una fase de contraccion (I11), en la cual solo
sobreviven aproximadamente el cinco por ciento de las células, las cuales prosiguen su diferenciacion hacia células
de memoria (IV). (Modificado de http://www.medicine.uiowa.edu/pathology/site/faculty/badovinac/badovinac.html).

Junto con la migracion ocurre la adquisicién del fenotipo efector, con la sintesis
de citotoxinas, como perforina y granzima B, con la expresion del receptor FasL en la
membrana celular y con la sintesis de citocinas, como interferon gamma, interferon beta



y TNF alfa. Las citotoxinas permiten al linfocito T CD8+ eliminar directamente a las
células infectadas por apoptosis, en una forma especifica del antigeno viral expresado
en la superficie del MHCI, en tanto que FasL causa apoptosis al unirse a su ligando Fas
expresado en células infectadas en una forma no especifica del antigeno, mientras que
las citocinas llevan a cabo diversos efectos, tanto locales como a distancia, destacando
la inhibicion de la replicacién viral, la activacion de macréfagos y la inhibicion de la
activacion de los linfocitos B.

Posteriormente sigue una fase de contraccidn, en la cual se ha estimado que mas
del 90% los CTL que se generaron en la fase de induccién mueren por apoptosis (figura
6). Las células remanentes, las cuales atin expresan marcadores propios de célula
efectora, Ilevan a cabo un proceso ulterior de diferenciacion hacia células de memoria,
mediante la reduccion de la expresion de esos marcadores, en una forma que es
independiente de la presencia del antigeno que las estimulé (figura 6). Los nameros de
estas células de memoria se mantienen relativamente constantes después de esta etapa
sin necesidad de estimulacién antigénica, debido a un proceso de proliferacién
homeostéatica en respuesta a las IL-7 e 1L-15, que se producen en la médula ésea de los

huesos largos principalmente.

1.4.1 Induccién alterada de CTL.
Mediante el uso de anticuerpos monoclonales y de células modificadas

genéticamente, se ha demostrado la importancia de la participacién del TCR y de la co-
estimulacién provista por los co-receptores CD28 y CD8 en la induccién de una

adecuada respuesta inmune citotoxica.

Los linfocitos T CD8+ estimulados Unicamente con un anticuerpo anti-TCR
proliferan ampliamente sin diferenciarse hacia CTL, pero después de varios ciclos de
division celular, la mayoria de las células mueren por apoptosis, mientras que las células
que sobreviven desarrollan anergia frente a la estimulacién secundaria, en tanto que la
estimulacién simultanea del TCR y del co-receptor CD28 inducen una activacién mas
completa, caracterizada por una mayor proliferacion asociada a la secrecion de IL-2 y a
la sintesis de factores anti-apoptéticos, como Bcl-2. Otros estudios, por el contrario,
han demostrado que los linfocitos T CD8+ se pueden diferenciar hacia CTL en ausencia



de co-estimulacién mediada por CD28. Se ha sefialado que la necesidad de co-
estimulacion parece depender de la fuerte afinidad del TCR por el complejo pMHC.

A diferencia de la participacion del CD28 en la co-estimulacién del linfocito T,
se ha demostrado que la participacién del co-receptor CD8 es determinante en la
diferenciacion de la célula virgen hacia CTL. La estimulacion del TCR en presencia de
un anticuerpo anti-CD8 inhibe la proliferacién de los linfocitos T CD8+ virgenes e
impide su diferenciacion hacia CTL. De forma similar, en experimentos in vivo usando
linfocitos T mutantes que no expresan al co-receptor CD8, se demostro que los
linfocitos no proliferan en condiciones de linfopenia ni desarrollan actividad citotoxica,
debido a que el co-receptor CD8 estabiliza la afinidad del TCR por el pMHC. Por lo
tanto, la expresion del receptor CD8 es esencial en la induccion de una respuesta
inmune citotoxica, al participar en la proliferacién y la diferenciacion del linfocito T
CD8+ hacia CTL.

1.5 Nef extracelular y los linfocitos T CD8+.
Las alteraciones en la proliferacion y la actividad citotoxica de los linfocitos T

CD8+ durante la infeccién por el VIH-1 se han asociado a un defecto en el proceso de
induccidén. Debido a que estas células rara vez se infectan y sus nimeros permanecen
generalmente estables, se ha postulado que algunos factores inmunolégicos como la
anergia debida a la presentacion alterada de antigenos virales, la secrecion de citocinas
supresoras como IL-10y la estimulacién excesiva de la célula, podrian desencadenar
esas alteraciones funcionales. De igual forma, se ha sugerido que algunos factores
virales solubles podrian mediar esas alteraciones, como las proteinas virales gp120, Tat
y Nef, ya que son secretadas al ambiente extracelular y despliegan diversos efectos
sobre células no infectadas. En particular destacamos a la proteina Nef, dada su
vinculacion necesaria con los determinantes del SIDA, tanto en modelos animales como
en la infeccién en humanos y en los ensayos in vitro. Se ha demostrado que Nef en
forma extracelular (exNef) se une a la membrana de los linfocitos T CD8+ activados
con el mitégeno fitohemaglutinina (PHA). Ademas, en esas células exNef induce
apoptosis en presencia de un anticuerpo anti-Nef. De forma interesante, un reporte
demostré que la adicion de exNef a un cultivo de PBMC indujo la reduccion de la
expresion del receptor CD8 en un 10% después de 32 horas de cultivo y este efecto se



exacerb6 en presencia de la PHA, hasta reducir su expresién en un 69% después de 5
dias de cultivo. Ademas, exNef redujo la expresion intracelular de ese receptor en un
20% a ese mismo tiempo (Jason J et al., 2001). Estos datos sugirieron que exNef podria
afectar la induccion in vitro de la proliferacion y la actividad citotdxica mediada por los
CTL, asi que decidimos analizar el papel de exNef en la funcionalidad in vitro de esas
células, tomando en cuenta dos parametros funcionales: proliferacién y citotoxicidad,
empleando para ello el ensayo estandar de proliferacion y el ensayo alogénico de
induccidn de citotoxicidad.



II. PREGUNTA
¢La reduccion en la expresion del receptor CD8 por exNef afecta la induccion de

una respuesta citotdxica mediada por los linfocitos T CD8+?

[11. HIPOTESIS
exNef afecta la induccidn de una respuesta citotdxica in vitro mediada por los

linfocitos T CD8+.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la proteina Nef del VIH-1 en forma exdgena sobre la

induccion in vitro de una respuesta inmune citotoxica mediada por Linfocitos T CD8+.

Objetivos particulares

Determinar si Nef exdgena afecta

a Proliferacion

o Actividad citotdxica



V. MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental.
Dieciocho donadores de linfocitos T CD8+ y seis donadores de mDC se

dividieron en 6 grupos experimentales, cada uno consistente de 3 donadores de
linfocitos T CD8" y un donador mDC derivadas de monocitos de sangre periférica. Los
linfocitos T CD8+ de cada donador se separaron en dos partes. Una parte se emple6
para la induccion de actividad citotoxica y la otra parte para el ensayo de proliferacion.

Medio de cultivo y reactivos.
Las interleucinas humanas recombinantes 2 (rIL-2) y 4 (rIL-4) y el factor

estimulante de colonias de monocitos/granulocitos (GM-CSF) se adquirieron de
Peprotech (Rocky Hill, NJ), el lipopolisacarido bacteriano LPS y la fitohemaglutinina
PHA se adquirieron de Sigma (St Louis, MO) y la proteina Nef 111B del VIH-1 en forma
recombinante se adquirié de International Immuno-Diagnostics (Foster City, CA). El
stock de Nef estaba libre de endotoxina de acuerdo al ensayo estandar de lisado de
amebocitos (<0.01 endotoxina U/ml) (Cambrex Bioscience, Walkersvilles, MD).

Separacion de monocitos y diferenciacién hacia células dendriticas maduras.

e Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislaron de paquetes
leucocitarios de donadores sanos del Banco Central de Sangre del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, en México, D.F., usando centrifugacion por
densidad en gradiente de Ficoll-Hypaque. (Cambrex Bioscience, Walkersvilles,
MD).

e Las células CD14" se separaron mediante seleccion positiva usando separacion
celular magnética con un kit de aislamiento MACS (Miltenyi Biotec, Bergish
Gladbach, Alemania) (Sanchez-Torres et al., 2001) y se cultivaron en una
proporcién de 10° células/ml en placas de poliestireno de seis pozos (Costar
Corp., Cambridge, MA) y se adicion6 GM-CSF (1000 U/ml) e IL-4 (15 ng/ml)
en medio RPMI-10 (medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal

bovino inactivado, 100 pug/ml de estreptomicina y 100 U/ml penicillina).



e La mitad del medio se removié y se renovo cada dos dias con medio fresco que
contenia IL-4 y GM-CSF. Al cuarto dia de cultivo, la mitad de las células se
congelaron a -70° hasta su empleo posterior en el ensayo de citotoxicidad.

e Para generar mDC, las células remanentes se cosecharon al sexto dia de cultivo
y se replaqueron en una proporcion de 0.5 x 10° células/ml en medio RPMI-10
que contenia GM-CSF and IL-4 méas LPS (200 ng/ml) durante 24 horas
adicionales (Sanchéz-Torres et al., 2001).

Separacion de linfocitos T CD8+ e induccién de CTL.
e Los linfocitos T CD8+ se separaron de las PBMC usando separacion celular
magnética con un Kit de aislamiento MACS (Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach,
Alemania) (Tenorio EP et al., 2005).

e Lapureza de la suspensidn de células T CD8+ fue superior al 98%, de acuerdo
al analisis por citometria de flujo. Las células T CD8" T se cocultivaron con
mDC alogénicas en medio RPMI-10 en una proporcién de cultivo de 10:1.

e exNefa una concentracion de 10ng/ml o 100 ng/ml se adiciond al inicio del
cocultivo. La rIL-2 (20 1U/ml) se adicion¢ al dia 2.

e Los cocultivos se mantuvieron por 5 dias a 37°C y 5% CO; en una atmosfera
humidificada.

e Los CTL se colectaron para usarlos en el ensayo de citotoxicidad.

Ensayo de proliferacion de linfocitos T CD8+.
El ensayo de proliferacion se desarrollé segun la referencia 15.

e Los linfocitos T CD8+ se ajustaron a una concentracién de 1x10° células/ml en

medio RPMI-10 y 100 uL/pozo se transfirieron a placas de 96 pozos.

e Como células estimuladoras, se adicionaron a cada pozo 100 uL de PBMC

autdlogas irradiadas (3000 rad) a la misma concentracion.



Las células se activaron usando 5 pg/ml de PHA-L o bien PHA-L més exNef.

Después de 72 horas de cocultivo, se adiciono timidina marcada con tritio
radiactivo (*H).

Las células se cosecharon 18 horas después y la incorporacién de timidina se
determiné empleando un contador de centelleo liquido Betaplate (Wallac,
Turku, Finlandia).

El efecto de exNef se expresd como el indice de estimulacion de exNef, de la
siguiente forma: (exNef + PHA cpm ) / PHA cpm.

Ensayo de citotoxicidad por liberacién de **Cromo.

Un dia antes del ensayo de citotoxicidad, las mDC se incubaron toda la noche
con cromato de sodio 51 estéril (°*Cr) (Amersham) en medio RPMI 1640
suplementado con 100 pg/ml estreptomicina, 100 U/ml penicilina and 30% FBS

inactivado por calor (Dra. Patrizia Comoli, comunicacién personal).

Las mDC se lavaron tres veces con medio RPMI-10 y se plaquearon en una
proporcién de 5 x 10° células/pozo en el mismo medio.

Los CTL finalmente se adicionaron en una proporcion efector/target de 40:1 en
placas de fondo plano y se incubaron a 37° C and 5% CO; en atmosfera
humidificada.

Después de 5-6 h de cocultivo, la liberacion de *'Cr se determiné del
sobrenadante usando el contador de centelleo liquido Betaplate. (Wallac, Turku,
Finlandia).

El porcentaje de actividad citotdxica se calculé como sigue: ((liberacion
experimental cpm — liberacion espontanea cpm) / (liberacion total cpm —
liberacion espontanea cpm)) x 100.

Los cambios en los valores de actividad citotoxica relacionados a exNef 10
ng/ml se expresaron como indice de amplificacién por exNef, como sigue:

actividad citotoxicas exNef 10 ng/ml / actividad citotdxica basal.



Anadlisis estadistico.

El analisis estadistico se desarroll6 empleando Graphpad Prism 3.03 (Graphpad

Software, San Diego, California, USA).

Se hizo analisis de varianza (ANOVA) para la comparacion entre los grupos de
la actividad citotoxica promedio. La prueba de Tukey se usé para comparar entre

las medias individuales.

El andlisis de regresion no lineal se usé para examinar la asociacion entre las
cpm obtenidas de las células estimuladas con PHA y la actividad citotdxica

basal y también para comparar entre la actividad citotdxica basal de los controles
no tratados y el indice de amplificacion por exNef de las células tratadas con
exNef.

Se realizd un analisis de clusters en dos pasos basado en el parametro P, esto es,
el producto de la actividad citotoxica basal y la proliferacion de todos los
donadores, usando el criterio de agrupamiento de Schwar’s Bayesian™ con el
software SPSS. Se realizé la prueba de t a los dos grupos derivados de este

analisis.

“Método de analisis que consiste en la separacién objetiva de dos 6 méas grupos de datos, basada en la obtencién de la
maxima probabilidad de que un grupo de datos pertenezca a dos 6 mas grupos diferentes.






VI. RESULTADOS

V1.1 Asociacion entre la actividad citotoxica basal y la proliferacion de linfocitos T
CD8+ mediante PHA.

La actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ de 18 donadores se midio
después de su induccién alogénica, empleando mDC. Como puede verse en la Tabla 1,
los niveles basales de actividad citotoxica en los cultivos control varié ampliamente
entre los donadores, desde 5.6% + 10.6 hasta 46.97% =+ 4.8, con una media global de
21.11% + 13.49. La proliferacion de las células T CD8+ en respuesta a la PHA también
fue muy variable entre los donadores, con un intervalo de 14,787 cpm hasta 147,091
cpm, todos los valores por encima de los valores de fondo de por al menos treinta veces.
El hecho de que diferentes niveles de actividad citotdxica se obtuvieran entre y dentro
de los experimentos indicd que tal variacion era debida a las células de los diferentes
donadores y no a las diferentes capacidades de las células estimulantes o a la
manipulacién técnica. Ademas, la gran variabilidad observada en el ensayo de
proliferacion estandar ilustro la heterogeneidad en la reactividad bioldgica de las células
de los diferentes donadores. De esta forma, se asumié que los valores observados
correspondian a la variabilidad natural de los linfocitos T CD8+ de cada donador.
Mediante la graficacion de los valores de la actividad citotdxica basal contra la
proliferacion estimulada por PHA, se encontraron dos grupos de respondedores. Cada
uno mostré una relacién inversa entre las dos variables (figura 6A y B): un grupo de
“respondedores altos*, que consistia de 6 de los 18 donadores (33%), en el cual las
células mostraron més altos niveles de actividad citotoxica y proliferacion (36.98% +
6.31y 89280 cpm + 17170, respectivamente). El otro grupo estaba conformado por
“respondedores bajos*, en el cual se encontraron valores mas bajos de ambas
actividades (13.18% £ 7.57 and 43710 cpm * 8466). Las diferencias en la actividad
citotoxica basal y en la proliferacion por PHA entre estos dos grupos fueron muy
significativas (p<0.05). El analisis realizado con el paquete estadistico confirmé el
agrupamiento real de los datos en dos grupos significativamente diferentes (p<0.0001).
Resulté notable que ambos grupos incluyeron datos de diferentes experimentos,
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sugiriendo que el nivel de la respuesta no puede ser atribuido a las diferencias en la
habilidad de induccion de las mDC usadas en los diferentes experimentos.

Figura 6.
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Figura 6. Efecto de exNef sobre la induccidn de actividad citotoxica de linfocitos T CD8+ humanos. A: Relacion
entre la actividad citotdxica basal y la proliferacion inducida por la PHA de linfocitos de 18 donadores. B: Grupos de
respondedores “Altos” y “Bajos” (cuadrados y tridngulos, respectivamente) se hicieron evidentes cuando el logaritmo
de la proliferacion se graficd. C and D: A 10 ng/ml, exNef amplifico la actividad citotdxica de las células de ambos
grupos. E and F: exNef a 100 ng/ml no tuvo efecto.

V1.2 Efecto de exNef sobre la induccion de actividad citotoxica.

Como se muestra en las figuras 6C y 6D, la induccion por mDC de la actividad
citotoxica en los linfocitos T CD8+ de todos los individuos fue completamente
amplificada en la presencia de 10 ng/ml of exNef (p<0.05), desde 2 hasta 9 veces mas
que los valores basales de actividad citotoxica. La relacion entre la actividad citotoxica

basal y la proliferacion inducida por la PHA entre los grupos descritos anteriormente se



afectd diferencialmente por 10 ng/ml de exNef. Para los “respondedores altos*, la
extension de la amplificacion era similar en todos los casos. (entre 1.5 a 2 veces de
incremento) y no fue relacionada a la proliferacion estimulada por PHA (p=0.62). Para
los “respondedores bajos*, la extension de la amplificacion por exNef fue mas variable
(desde 1.4 a 9 veces de incremento) y se correlaciond positivamente con la proliferacion
inducida por la PHA (p<0.001). En la presencia de 10 ng/ml exNef, los niveles de
actividad citotoxica entre los grupos respondedores de altos y bajos fue muy diferente
(p<0.0001). Por el contrario, no se observo efecto en la actividad citotdxica en presencia
de 100 ng/ml de exNef (p>0.05) (Fig. 6E y F).
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Figura 7. indice del efecto amplificador de exNef (10 ng/ml) sobre la actividad citotoxica se correlaciond
inversamente con la actividad citotéxica basal. Los valores representan el promedio de triplicados de 18
donadores. R?, que indica bondad de ajuste, fue de 0.97.

En todos los donadores, la extension de la amplificacion citotoxica producida por 10
ng/ml de exNef se relaciond inversamente con los niveles basales de actividad citotoxica
(Figura 7). Por lo tanto, las bajas actividades basales fueron las mas amplificadas por
exNef, mientras que las altas actividades basales fueron las menos afectadas.



V1.3 Efecto de exNef sobre la proliferacion inducida por la PHA.
En vista del marcado efecto de exNef sobre la induccién de actividad citotdxica,

nos preguntamos si exNef podria afectar la proliferacion de los linfocitos T CD8+. De
esta forma, en los experimentos 5y 6, el efecto de exNef se ensayo solo o en
combinacion con la PHA. Unicamente valores de fondo se detectaron en las células
incubadas s6lo con 10 6 100 ng/ml de exNef (datos nos mostrados). Por el contrario,
cuando exNef se adiciond junto con la PHA, exNef incrementd, redujo o no tuvo efecto,
en una forma inversa al nivel de proliferacion inducida solamente por la PHA (Tabla I,
Figura 8). Tanto 10 como 100 ng/ml of exNef dieron resultados similares (p=0.01y
p<0.05) (Figura 8).
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indica bondad de ajuste, fue de 0.98.



VII. DISCUSION

La infeccion primaria por el VIH-1 conduce a un desajuste temprano y
permanente sobre la funcionalidad del sistema inmunoldgico, dado que después de la
potente respuesta inmune antiviral inicial, se mantiene una replicacion viral persistente
y, aunque el namero de los linfocitos T CD4+ periféricos se recupera, generalmente se
estabiliza por debajo del intervalo normal (Figura 3). Conforme la enfermedad avanza,
la replicacion viral aumenta en asociacion con la disminucion de la cuenta de los
linfocitos T CD4+. Este fendmeno puede invertirse mediante el tratamiento anti-
retroviral especifico, indicando que la muerte de los linfocitos T CD4+ y el avance de la
enfermedad son consecuencias inevitables y directas de la replicacién del VIH-1. Esta
vision constituye el paradigma central. Estudios posteriores sefialaron que la sola
deplecion de los linfocitos T CD4+ no podia explicar por completo la compleja red de
alteraciones celulares y fisioldgicas que emerge durante la infeccion por el VIH-1
(Edelman AS et al., 1989., Whitaker RE 1997). En particular se destaco el deterioro
progresivo de poblaciones celulares y tejidos no infectados por el virus (Edelman AS
1989, Larralde C 1996) y que, ademas de la inmunodeficiencia asociada a la replicacion
viral, se manifestaban a menudo episodios de autoinmunidad muy reactiva (Calabrese
LH 1988., Edelman AS et al., 1989., Talal N, 1992., Silvestris F et al., 1995,
Onlamoon N 2005). Como probables factores adicionales causantes de patogenia se
sefialaron a las proteinas virales gp120, Tat y Nef, debido a que se secretan al ambiente
extracelular y a que despliegan varios efectos in vitro e in vivo sobre las células no
infectadas (Edelman AS et al., 1989). Ademas, gp120 y Nef se han detectado
frecuentemente en el plasma de pacientes infectados con el VIH-1. Destacamos la
importancia de exNef, dado que su expresion es determinante del SIDA (revisado en
Gomez-lcazbalceta G et al., 2009) y a que en forma extracelular despliega varios

efectos sobre diversas poblaciones inmunolégicas y no inmunoldgicas.

La presente tesis constituye el estudio del efecto de exNef sobre la induccion de
actividad citotoxica de linfocitos T CD8+, cuya deteccién coincide con la caida de la
replicacion viral y con la recuperacion significativa del namero de los linfocitos T
CDA4+. Paraello, empleamos la induccion de CTL por mDC alogénicas, que es un
método muy eficiente y usado ampliamente para generar CTL in vitro humanos (Zarling
AL et al., 1999., Nishioka Y et al., 2003). Encontramos que exNef a la concentracion de



10 ng/ml amplificé la actividad citotoxica pero no a la concentracion de 100 ng/ml.
Ademas, exNef afectd diferencialmente la respuesta proliferativa de los linfocitos T
CD8+ a la PHA. El efecto de exNef sobre la induccion de la actividad citotoxica y la
proliferacion fue muy dependiente de las diferentes reactividades basales entre las
células de los donadores individuales. Mediante la graficacion de la actividad citotoxica
contra la proliferacion, se obtuvo un claro arreglo de los datos individuales en dos
grupos. Un grupo, que consiste de un tercio de los casos, mostrd, en promedio, tres y
dos veces més actividad citotdxica basal y mas proliferacion, respectivamente, que el
otro grupo, constituido por los demas casos (figura 6A y B). Esa variabilidad no puede
atribuirse a la edad o al género de los donadores, de acuerdo a la informacion provista
por el Banco de Sangre del Centro Médico Nacional. Otros estudios han documentado
la enorme variabilidad en la respuesta proliferativa a la PHA en linfocitos de individuos
sanos (Murasko DM et al., 1987). Ademas, se ha mostrado que en respuesta a la PHA,
los linfocitos tanto de donadores sanos no infectados con retrovirus como de pacientes
asintomaticos que solo son portadores del HTLV-I, proliferan mas que los linfocitos de
pacientes infectados con el VIH-1 y que los linfocitos de pacientes co-infectados con
ambos virus (Olah | et al., 2007). Asi mismo, mediante analisis multivariado se
encontrd que los CTL de donadores sanos que contenian en su plasma anticuerpos anti-
hepatitis B, CMV y EBV Yy elevados complejos antigeno-anticuerpo, desarrollaron
mayor actividad citotdxica alogénica in vitro que los CTL de donadores sanos que no
contenian esos anticuerpos (Tung KS et al., 1985). Por lo tanto, factores como el fondo
genético y el historial inmunoldgico personal pueden determinar el nivel de respuesta de
los linfocitos T CD8+ para un tiempo dado de medicion. Tales diferencias intrinsecas
podrian estar involucradas en la diversidad individual de cursos de progresion de la
infeccion por el VIH-1 (Revisado en Hogan CM et al., 2001a y b).

El hallazgo de que la actividad citotoxica y la proliferacion estuvieran
inversamente relacionadas, sugiere que son dos propiedades mutuamente excluyentes o
bien que dos tipos diferentes de linfocitos T CD8+ podrian estar involucrados, un tipo
celular expresando actividad citotoxica y el otro tipo una respuesta proliferativa a la
PHA. Estudios previos mostraron que los linfocitos expandidos ex vivo mediante el uso
de la PHA tienen funcionalidad reducida in vivo en comparacidn con sus contrapartes
no manipuladas (Bonini C et al., 1997, Duarte RF et al., 2002). En particular, Duarte et

al mostro que la expansion de los linfocitos T CD8+ mediante la PHA ocasiona que las



células muestren defectos para responder frente a la estimulacion alogénica o viral. Este
efecto fue asociado a la redistribucién inducida por la PHA de los subjuegos de células
T funcionales, promoviendo la desaparicion casi total de células que despliegan el
fenotipo citotdxico (Duarte RF et al., 2002). En este punto, una relacion inversa entre la
induccidn de actividad citotoxica y la proliferacion estimulada por PHA en linfocitos T
CD8+ circulantes no ha sido documentada y, por lo tanto, podria ser util en estudios
enfocados a modificar la funcionalidad ex vivo de los linfocitos T CD8+.

El efecto bifasico de exNef sobre la amplificacion de la actividad citotoxica a la
baja concentracion e inefectiva a la alta concentracion, sugiere la participacion de
mecanismos muy complejos y probablemente antagénicos, entre los cuales podrian estar
la interaccion de diferentes receptores con distintas afinidades (Conolly RB et al, 2004),
que se podrian localizar en las células T CD8+, en las mDC o en ambas. De hecho, se
ha reportado que exNef afecta la funcionalidad del linfocito T CD4+ a través del
receptor CXCR4 (James CO et al., 2004), el cual es un importante receptor de
quimiocinas que pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G, con gran
heterogeneidad estructural y funcional (Sloane AJ et al., 2005), que también se expresa
en los linfocitos T CD8+.

Tanto 10 como 100 ng/ml de exNef afectaron de forma muy similar a la proliferacion de
células T CD8+. La extension de ese efecto (el indice de estimulacion de exNef) fue
inversamente dependiente de la proliferacion inducida por PHA, asi que exNef potencio
fuertemente la proliferacién de las células pobremente reactivas, mientras una pequefia
disminucién o bien una inhibicion muy notoria se produjo en células fuertemente
reactivas a la PHA. Estas observaciones son congruentes con los hallazgos de que exNef
se une a la superficie de células T CD8+ estimuladas con PHA. La unién de exNef
estimula vias de sefializacidn intracelular causantes de apoptosis cuando se entrecruzé
con un anticuerpo anti-Nef (Okada H et al., 1997). Otros reportes han mostrado que
exNef indujo la proliferacion de PBMC (Quaranta MG et al., 1999, Torres BA et al.,
1996) e incrementd la capacidad de DC para estimular la proliferacion de NK (Quaranta
MG et al., 2007). Este efecto puede ser inducido mediante la estimulacién con o
citocinas producidas por APC o DC (Quaranta MG et al., 1999, Haraguchi S et al.,
2001). exNef por si sola, a ambas concentraciones, no indujo proliferacion, asi que su
efecto fue secundario a la activacion por PHA y no debido a mitégenos contaminantes
en las preparaciones de exNef usadas. Tanto los receptores participantes como los



mecanismos involucrados restan por determinarse, asi como las consecuencias de estos

hallazgos para la infeccion por el VIH-1.



VIII. CONCLUSION

El reporte de Jason et al (2001) de que exNef reduce la expresion del receptor
CD8 en los linfocitos activados con la PHA fue nuestro punto de referencia para
postular que exNef puede afectar la induccién de una respuesta citotoxica, dado el papel
central del receptor CD8 en la induccion de CTL. Esta hipétesis sefiala, tacitamente, dos
consecuencias opuestas: que la reduccion en la expresion del receptor CD8 puede
disminuir la induccion de la respuesta por los CTL, o bien, que exNef puede exacerbar
la induccion de la respuesta por los CTL, dado que la reduccion en la expresion de ese
receptor es necesaria para promover la activacion y diferenciacién del linfocito T CD8+
hacia CTL. La investigacidn reportada en esta tesis se acerca mas, en general, a la
segunda consecuencia, porque exNef a la concentracién de 10 ng/ml tiene un efecto
promotor de la actividad citotoxica y un efecto variable sobre la proliferacién inducida
por la PHA. Estos hallazgos, dado que tienen como sitio de vinculacion a la activacion
inicial del linfocito T CD8+, enfatizan que la proteina Nef del VIH-1 en forma
extracelular altera la reactividad inicial in vitro de un tipo celular inmunoldgico que
normalmente no se infecta con el VIH-1, sin restriccion aparente por la especificidad del
antigeno, abriendo la posibilidad para considerar a exNef como participante en la
citotoxicidad exacerbada mediada por los CTL, la cual ha sido postulada reiteradamente
como unos de los eventos inmunopatolégicos desencadenantes del SIDA (Malatzky-
Goshen E et al., 1989, Zinkernagel RM et al., 1994).



IX. APENDICES

IX.1 Implicaciones biomédicas de Nef en patologia y terapia.
El efecto bifasico de diferentes compuestos sobre los linfocitos T de raton y sobre

algunas lineas celulares humanas ha sido revisado ampliamente en un trabajo (Calabrese
EJ 2005), en el cual se citan 75 compuestos enddgenos, 133 compuestos exdgenos
(farmacos) y 48 compuestos tdxicos, todos los cuales despliegan efectos bifasicos, esto
es, frente a concentraciones seriales crecientes de un compuesto, se observa promocién
de un efecto inmunoldgico a las dosis mas bajas e inhibicién del mismo efecto a las

dosis mas altas o viceversa (figura 9).
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Figura 9. Representacion general de la curva de dosis-respuesta en forma de U invertida, asociada a un efecto

bifasico dependiente de la concentracion. (modificada de Calabrese EJ et al ., 2003).

Se asume que efectos similares tendrian lugar en los linfocitos humanos. Varios
efectos bifasicos asociados a la respuesta inmune han sido plenamente confirmados,
destacando dentro de ellos la proliferacion inducida por la PHA, la actividad citotdxica
mediada por los CTL y la induccion de actividad citotdxica por el método de reaccion
cruzada de linfocitos (mixed leukocyte reaction), siendo éste Gltimo método el

predecesor del actual ensayo de induccion alogénica de CTL empleado aqui. Aungue en



nuestro trabajo solo usamos dos concentraciones de exNef, los resultados permiten
sugerir un efecto bifasico dependiente de la concentracion sobre la actividad citotoxica
y la proliferacion. Permiten apuntalar esta hipotesis los hallazgos de que Nef,
intracelular o extracelular, tiene las propiedades de ejercer un efecto selectivo y variable
sobre una subpoblacion de linfocitos en particular (Otake K et al., 2000) y que tal
efecto, para el caso de los linfocitos T CD4+ y T CD8+, depende de su activacion
previa, como en el caso de la proliferacién inducida por la PHA reportado en esta tesis
(Gomez-Icazbalceta et al., 2007). Ademas, Nef despliega diversos efectos, a menudo
opuestos, sobre una misma célula blanco, en funcién de su concentracion intracelular
(Baur AS et al., 1994) vy, se ha sugerido la posibilidad de que varios receptores
participen de esos efectos (Gomez-Icazbalceta G et al., 2007). Estas propiedades de Nef
son comunes entre las moléculas que exhiben efectos bifasicos, asi que abren el
escenario para considerar las posibles implicaciones biomédicas de Nef, tanto en
patologia como en terapia. exNef a concentraciones similares a las empleadas por
nosotros inhibe la secrecion in vitro de anticuerpos por células B (Giordani L et al.,
2000), sugiriendo su utilidad para modificar la autoreactividad de esas células. Ademas,
induce la expresion de citocinas pro-inflamatorias (Haraguchi S et al., 2001) y afecta los
canales de potasio de lineas neuronales de una forma similar al veneno del alacran (Kort
JJ et al., 1998, Werner T et al., 1991). Experimentos in vivo han mostrado que la
infeccidén de macacos con una variante del SIV que tiene mutaciones en el gen nef
induce proteccion contra la re-infeccion por el SIV de tipo patogénico. Esa proteccion
es mediada por los CTL (Schmitz JE et al., 2005). Estos hallazgos sugieren que la
atenuacion de la virulencia del VVIH-1 por la delecidn del gen nef no solo resulta en
cargas virales bajas, sino que también afecta la capacidad del sistema inmunolégico
para generar una respuesta secundaria protectora mediada por los CTL contra la
infeccién posterior con el SIV de tipo patogénico.



I1X.2 exNef y Cancer.

1X.2.1 Efecto de exNef sobre el crecimiento de lineas de células tumorales
humanas.
En lineas de células tumorales humanas, exNef causa apoptosis, despertando el

interés de emplear a exNef con fines terapéuticos. Se ha reportado que elevadas dosis de
Nef inhiben el crecimiento tumoral in vivo (Bumpers HL et al., 2001).

Como extensidn al proyecto original de doctorado, estudiamos el efecto de
exNef en el crecimiento in vitro de seis lineas tumorales humanas (Figura 10).
Encontramos que exNef tuvo un efecto variable sobre el crecimiento de todas las lineas
de células tumorales, el cual no fue dependiente ni de la concentracién de exNef ni del
tiempo de cultivo. En general, exNef tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento de las
celulas tumorales de origen intestinal, un efecto nulo sobre las de origen cervical y

efectos variables sobre las de origen cerebral.



Figura 10.
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Figura 10. Efecto variable de exNef sobre la proliferacion de lineas de células tumorales humanas expresado como porcentaje respecto al control (cero exNef). Cada columna representa el
porcentaje promedio de tres réplicas méas una desviacion estandar.



1X.2.2 Efecto de exNef en la induccion de una respuesta inmune citotoxica mediada
por PBMC contra lineas de células tumorales humanas.

Dado que exNef afecta tanto a la induccidn alogénica de actividad citotdxica
mediada por CTL, como a la proliferacion de células tumorales, decidimos estudiar el
efecto de exNef en la induccion de una respuesta inmune alogénica antitumoral mediada
por las PBMC (Figura 11). Se desarroll6 un sistema de induccién alogénica de actividad
citotoxica antitumoral, como se ha reportado (Bain C et al., 1996), con algunas
modificaciones: no se transfectaron las células tumorales con moléculas co-
estimulatorias para mejorar la induccion de actividad citotoxica ni se adiciond
mitomicina C para frenar la division celular. Para evitar la saturacion del pozo debido al
crecimiento celular excesivo, previamente se tituld la cantidad de células tumorales
necesarias para mantener el cocultivo durante 96 horas y se encontrd que partiendo de 5
x 10° células, al final de 96 horas se habia alcanzado una confluencia aproximada del
80% sin desprendimiento de las células Cada experimento consistié en el cocultivo de
PBMC de tres donadores con el cocultivo de tres lineas tumorales: HeLa, que proviene
de adenocarcinoma epitelial de cérvix; SW480 y SW620 que provienen de
adenocarcinoma de colon primario y metastasico, respectivamente, del mismo paciente.
Las PBMC se adicionaron a una proporcién de 10:1. Se ensayaron tres tiempos de
cocultivo de induccidn, al final de los cuales se realizo el ensayo estandar de
citotoxicidad. En los experimentos 1y 2 encontramos que a 24 hrs y 48 hrs de cocultivo
se indujo actividad citotdxica, aunque no en todos los pozos y en algunos casos solo se
ensayo una réplica debido al bajo nimero de células efectoras recuperadas. El
experimento 3 consistié en un cocultivo de 96 horas, dividido en dos fases: una fase de
reconocimiento inicial, de 18 horas, con el objetivo de permitir la interaccion entre las
PBMC vy las células tumorales y, una fase de estimulacion de la induccion, de 78 hrs, al
inicio de la cual se adicionaron LPS, que es una molécula capaz de estimular una mayor
diferenciacion de los CTL, exNef a 10 ng/mL y la combinacién de LPS mas Nef. Se
obtuvo una gran variabilidad en el nimero de las células efectoras recuperadas al final
del cocultivo de induccion, la cual no pudo atribuirse a alguno de los tratamientos.
Debido a esa variabilidad y a que el elevado nimero de pozos impedian elegir un
namero de efectoras fijo para cocultivarse con las células tumorales durante el ensayo

de citotoxicidad, decidimos emplear todas las células efectoras recuperadas de cada



pozo, por lo que se ensayaron varias proporciones de effector/target en dos tiempos: 6
horas y 12 horas. A las 12 horas no se observo algun beneficio en la actividad
citotoxica, por lo que no se comentara mas. Encontramos que a las 6 horas se indujo
actividad citotoxica en todos los pozos, con un intervalo de 0.23% a 9.22 % (figura
11a). No se encontr6d una relacién aparente entre la proporcion effector/target y el
porcentaje de actividad citotdxica. Se observo una tendencia positiva en las PBMC de
los donadores 7 y 9 en respuesta a los tratamientos individuales con LPS y Nef para
lisar al tipo celular SW480 vy, en las PBMC de donador 9 en respuesta los mismos
tratamientos para lisar a los tipos celulares Hela y SW620. La lisis de las células SW480
por las PBMC fue significativamente mayor que la lisis de los otros tipos celulares, la
cual fue muy similar (p< 0.001) (figura 11b).



Figura 11a.
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Figura 11. a) Efecto de los tratamientos sobre la induccién de actividad citotoxica mediada por PBMC de los donadores 7 al 9. PBMC se cocultivaron con lineas tumorales durante 18 horas,
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Graficacion de todos los tratamientos agrupados por lineas celulares. La actividad citotdxica contra las células SW480 fue significativamente mayor (p< 0.001)
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Fusion of CD4 ™ cells by HIV-1 envelope proteins (Env) is a mechanism of virus spread and

cell damage. Production of antibodies able to influence cell—cell fusion in vivo may affect the course
of the infection. The effect of sera from 49 HIV-1-positive patients was tested on an in vitro
fusion assay using Env-expressing and normal Jurkat T cells labelled with Dil and DiO dyes, and
flow cytometry for quantification of cell—cell fusion. Sera varied in their activity on fusion:

69-4 % inhibited, 24-5 % had no effect and 6-1 % enhanced cell fusion. Fusion activity correlated
positively with the CD4 ™ T-cell count and inversely with the viral load. Removal of IgG or IgM
from sera reduced or eliminated inhibition and enhancing activities, respectively. Antibodies with
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inhibitory activity predominate in early and intermediate stages of infection, whereas loss of
inhibition or enhancement of fusion correlates with progression to AIDS.

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) frequently
induces cell—cell fusion with syncytia formation in cultures
of CD4™ T cells. Syncytia formation result from the inter-
action between infected cells expressing the virus envelope
glycoprotein (Env) on their surface and neighbouring
uninfected CD4 ™ cells (Lifson et al., 1986; Sodroski et al.,
1986). Cell—cell fusion may have an important pathogenic
role in vivo. HIV-1-infected giant multinucleated cells are
frequently detected in the lymph nodes of asymptomatic
and AIDS patients, and have been proposed as virus
reservoirs (Budka 1986; Frankel et al., 1996; Koenig et al.,
1986). Syncytium-inducing viruses (usually requiring
CXCR4 as a co-receptor) associate with an increased rate
of CD4" T-lymphocyte depletion in patients and pro-
gression to AIDS (Blaak et al., 2000; Connor et al., 1993;
Miedema et al., 1994). Peptides that interfere with virus—cell
fusion decrease viral loads in humans (Kilby et al., 1998;
Lazzarin et al., 2003). Furthermore, the membrane fusing
ability of Env from a simian-human immunodeficiency
virus chimera was determinant for CD4 " T-cell depletion in
macaques (Etemad-Moghadam et al., 2001). Cell fusion is a
significant cause of cell death in vitro, mainly by apoptosis
triggered by aberrant initiation of mitosis (Castedo et al.,
2002; Ferri et al., 2000; Laurent-Crawford et al., 1991). The
magnitude of CD4 " cell—cell fusion events can be significant
in lymphoid tissues, where there is close contact between
cells (Amendola et al., 1996). On the other hand, cell-to-cell
HIV-1 transmission without formation of syncytia, likely

involving localized fusion events at cell contact points was
proposed as a mechanism of transmission between individ-
uals, and an important route of viral spread (Gupta et al.,
1989; Phillips, 1994; Sato et al., 1992). Recently, it was shown
that virus strains highly efficient in cell-to-cell transmission
and with a syncitium-inducing phenotype are selected in an
in vitro model of the rapid T-cell turnover known to occur
during HIV-1 infection (Gummurulu et al, 2000).

Inhibition of pathogenic cell-cell fusion processes by the
host immune response could play a significant role in
retarding disease progression. In principle, such inhibition
would be attainable by HIV-1-specific neutralizing anti-
bodies. However, antibodies detected by cell-free virus neu-
tralization assays are not necessarily effective in inhibiting
cell-cell fusion. Blocking HIV-1 Env-dependent cell—cell
fusion often requires higher concentration of antibodies or
soluble CD4 than is necessary for virus neutralization
(Allaway et al., 1993; McKeating et al., 1996; Posner et al.,
1991; Trkola et al., 1998; Zwick et al., 2001). Furthermore,
some Env-specific antibodies that effectively inhibited
infection by cell-free virus did not have an effect on cell-
to-cell virus transmission (Gupta et al., 1989; Pantaleo et al.,
1995). The amount of gpl120/gp41 on the cytoplasmic
membrane of infected cells (Connor & Ho, 1994) and env-
transfected cells is higher than in viral membrane. Also, close
contact of the cytoplasmic membranes of cells provides
a more extensive area for the establishment of a higher
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number of effective Env-receptor interactions potentiated
by other membrane-associated molecules (Hioe et al., 1998).
As a result, cell-cell fusion may differ in quantitative and
qualitative requirements from virus—cell fusion. Thus,
although neutralizing antibodies can restrict infections by
free virus particles, they could be less effective in the
containment of cell-to-cell virus spread and cell death
mediated by extensive fusion activity.

To our knowledge, the effect of sera from HIV-1-infected
individuals on cell-cell fusion and its relation to disease
markers has not been explored. This is necessary to get
a comprehensive understanding of the potential of the
humoral immune response to influence the various ways of
HIV-1 spreading and cell damage. Therefore, we determined
the activity of sera from HIV-1-infected subjects on Env-
mediated cell-cell fusion using Jurkat cells stably trans-
fected with a plasmid bearing the env gene from the
HIV-1 syncytium-inducing virus HXBc2 (HXBc2 cells) and
untransfected Jurkat cells as the CD4 ™ fusion partner (Cao
et al., 1996). The use of cells expressing Env from a highly
fusogenic prototypic clade B virus, the most prevalent clade
in México and the Western world (Gudifio & Soler, 2000;
WHO, 2001) allows a fair comparison between individuals
affected by different virus variants.

An accurate quantification of fusion events was attained by
a recently designed flow cytometry assay (Huerta et al.,
2002), involving the labelling of fusion partner cells with the
fluorescent carbocyanines Dil and DiO (Molecular Probes).
Fig. 1(a) and (b) show typical fluorescence dot plots of
fusion between DiO-HXBc2 and Dil-E6 labelled Jurkat cells

after 5 h of co-culture; a 14-18 % of fused double fluo-
rescent particles was consistently obtained. Dependence
of the cell-cell fusion on Env and CD4 is shown by the
inhibition caused by an anti-CD4 mAb (clone RPA-T4;
BD Pharmingen) and by three HIV-1 neutralizing mAbs
(Fig. 1c). Fusion was potently inhibited by the anti-
CD4 mAb (ICso=4 pg ml~"). Approximately 50 % inhibi-
tion was obtained with 52 and 64 ugml™' of 2GI12
anti-gp20 and 2F5 anti-gp41 mAbs, respectively. Less than
50% inhibition was obtained with 50 pg ml~' of the
F105 mAD. These anti-Env mAb concentrations are several
to 100-fold higher than those reported to inhibit the
infection of cells by HXBc2 and related strains (Posner et al.,
1991; McKeating et al., 1996; Trkola et al., 1998; Zwick et al.,
2001) but similar to those used by others to inhibit Env-
dependent cell—cell fusion (Allaway et al., 1993).

A cross-sectional study of the effect of serum from 49 HIV-
l1-infected subjects on the Jurkat Env-mediated fusion
was subsequently performed. Sera were obtained from
patients attending the Infectology Department at the Insti-
tuto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon ‘Salvador
Zubiran’ in Mexico City, from March to October of 2002.
Except one case (perinatal transmission in a 12 year old), all
were adults infected by sexual transmission. Only subjects
not having received treatment were included in the study
after written informed consent. Sera from eight healthy
HIV-1-negative individuals used as controls generally
caused a slight enhancement of fusion (6 % mean increase)
when compared with fusion assays without serum. There-
fore, activity of sera from HIV-1-infected patients on cell
fusion (fusion activity, FA) was defined as enhancing,
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Fig. 1. Quantification of HIV-1-envelope dependent cell-cell fusion by flow cytometry. DiO-HXBc2 Jurkat cells were
incubated with Dil-E6 Jurkat cells for 5 h in serum-free AIM-V medium (Invitrogen) in the absence (a) or presence (b) of 33 pg
anti-CD4 mAb ml™". Percentage of dual-fluorescent cells is indicated in the upper right quadrant. (c) Fusion inhibition
obtained with anti-CD4, anti-gp41 (2F5) and two anti-gp120 (F105 and 2G12) mAbs. Data are expressed as percentage of

fusion obtained in the absence of antibodies.

1962

Journal of General Virology 86



Serum effect on cell—cell fusion in HIV-1 infection

inhibiting or not effective with respect to the mean of fusion
obtained with three dilutions of HIV-1-negative sera+2
standard deviations (SD) (—6-167 4+ 19-87). On this basis, 34
of 49 HIV-1-positive sera (69-4%) were inhibitors, 12
(24-5 %) were not effective and 3 (6-1 %) were enhancers of
fusion (Fig. 2a). A high correlation between results from the
three dilutions tested was found (#*=0-9394, P<0-00001).

To evaluate the participation of IgG and IgM in the

inhibitory and enhancing FAs of the sera, immunoglobulins
were removed by adsorption with protein G or anti-human
IgM coupled to agarose beads (Sigma) and the FA values
were estimated before and after adsorption. As shown in
Fig. 2(b), adsorption of IgG completely eliminated the FA of
all of 12 inhibitory sera, whereas removal of IgM reduced it
partially to about 47-7 %, on average. Both IgG and IgM
seem to participate in the enhancing effect, since removal of
each isotype reduced the activity of the two enhancing sera
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Fig. 2. (a) Serum activity upon cell—cell fusion. Three dilutions of each serum were preincubated with DiO-HXBc2 cells for
40 min at 37 °C before the addition of Dil-E6 cells. After 5 h co-culture, cells were washed, fixed and analysed by flow
cytometry. FA of each serum was calculated with respect to the fusion obtained in the absence of serum. FA is (1-Fi/
Fo) x 100, where Fi and Fo are the percentages of fusion obtained in the presence and absence of serum, respectively.
Patient sera were classified by comparison with HIV-1-negative sera as: |, inhibitors; E, enhancers; N, non-effective. Area
between dotted lines represents the mean FA of eight non-infected individuals + 2SD. Positive values indicate inhibition of
fusion, whereas negative values indicate enhancement. (b) Effect of the removal of IgG and IgM from sera.
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tested, although adsorption of IgM produced a greater
reduction than adsorption of IgG (44 and 100 %, and 19
and 73 %, respectively). Thus, the FA of inhibiting sera was
due mainly to IgG whereas enhancing was related to IgM.
Reduction of the inhibitory effect after adsorbing IgM could
result from the removal of inhibitory IgG in the form of
immune complexes comprising viral particles and both
HIV-1-specific IgG and IgM. Possible explanations for the
differential activities of IgG and IgM would be: (i) different
avidity due to antibody valence; and (ii) different target
epitopes on Env protein, among others.

The effect of sera on Env-dependent cell—cell fusion is in
significant correlation with the number of CD4™ cells and
viral load in circulation of HIV-1-infected individuals as
well as with clinical progression of the disease (Fig. 3). Sera
from patients with more than 200 CD4" cells per mm®
inhibited fusion significantly above the sera from patients
with the lower numbers of CD4 * lymphocytes (P=0-0054)
(Fig. 3a). Likewise, the inhibitory activity of serum is signi-
ficantly higher for patients with viral loads < 75000 HIV-1
RNA copies ml™ . Inhibitory activity significantly decreases
when plasma viral load exceeded that of 75000 RNA copies
ml~! (P=0-0366). (Fig. 3b). FA of sera showed signi-
ficant differences between groups in distinct clinical status
(Fig. 3¢c). FA of sera from patients with AIDS was signi-
ficantly lower than those with non-AIDS conditions (P=
0-0277). Although the mean FA of HIV-1-negative sera did
not differ from that of sera from patients with advanced
disease, the sera from patients with more advanced infection
produced the widest range of FA values. Consistent with
these data, a positive correlation between FA and the CD4 ™
cell count (P=0-0272), and a negative correlation between
FA and viral load (P=0-0362) were found significant. The
three parameters considered (CD4%" T-cell count, viral
load and clinical status) were available for 25 of 49 patients
studied. For these patients, FA of sera was significantly
inhibitory for patients with no disease progression (viral

loads <75000 RNA copies ml~ !, CD4" T-cell count
>200 cells per mm”® and asymptomatic or with non-AIDS
related conditions) compared with that of patients with
advanced disease [viral loads >75000 RNA copies ml ™},
CD4% T-cell count <200 cells per mm® and AIDS con-
dition (P=0-0494)].

Different levels of inhibitory activity of the HIV-1-positive
sera on fusion may reflect the temporal changes in the
infected person’s serum levels of antibodies against Env
proteins, the bulk of which usually increases early in
infection and decays at later times, when CD4 ™ T cells also
decrease and viral load increases (Cecilia et al, 1999;
Montefiori et al., 1996; Ngo-Giang-Huong et al., 2001;
Pilgrim et al., 1997; Robert-Guroff et al., 1988). In the initial
phases of infection, a high level of cell-fusion inhibitory
activity in the sera of an HIV-1-infected individual could be
interpreted as a sign of effective immune containment of
disease progression. In later stages of infection, when serum
levels of effective anti-Env antibodies have declined and/or
the viral particles are in excess with respect to antibodies,
they are sequestered by the virus and there would be no
inhibition of fusion. Since this study was performed using
the Env protein from a prototype HIV-1 strain, the effect of
patient’s serum on fusion is likely due to antibodies reacting
with conserved epitopes essential for CD4 and co-receptor—
gp120 interactions, and those participating in gp41 activa-
tion. However, the participation of autoantibodies specific
for cellular molecules in the effect of patient’s sera cannot be
ruled out since a variety of autoantibodies including some
directed to CD4, lymphocyte molecules and phospholipids
are present in a great proportion of HIV-1-positive indivi-
duals (Asherson & Shoenfeld, 2003; Muller et al., 1994;
Sekigawa et al., 1991).

The comparison between clinical groups with respect to
their sera activities on cell-fusion (Fig. 3c) provided an
explanation for the results large variance (Fig. 3). The sera of
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Fig. 3. Relationship of sera activity on fusion with CD4* lymphocyte count (a), viral load (b) and clinical status (c). P values
for significant differences are shown. Clinical status was defined according to the 1993 CDC Classification System for HIV-1

infection (Castro et al., 1993). Dilution of sera was 1:50.
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HIV-1-positive non-AIDS patients are significantly more
inhibitory (mean=19-07, SD=20-49) than the sera of
healthy persons (mean=—3-65, SD=28:69) and none of
them was enhancing. In AIDS cases, the mean of fusion
values falls back to control levels (2:65) and 30 % of the sera
enhance fusion, one of them well beyond the level of sera
from healthy people, resulting in a wide distribution of FAs
(sD=28-38). Enhancement of fusion was also more fre-
quent in the higher (5 of 17, 29-4 %) than in the lower viral
load group (1 of 23, 4:4 %). Thus, if there are two functional
kinds of fusion-active immunoglobulins in the serum, one
that inhibits cell fusion (mainly IgG) and another that
enhances it (IgM), then their relative effectiveness and con-
centrations would determine the net degree of cell fusion
along the course of the infection.

Besides the prognostic value of the quantitative cell-FA in
the sera of HIV-1-infected persons, the identification of
the viral or cell epitopes involved in the inhibition and
enhancement of cell-cell fusion may lead to immune
interventions for preventing or controlling the progression
of HIV-1 disease by way of interfering with Env-mediated
cell-cell fusion. The sensitive flow cytometry assay we
have developed, may facilitate the regular exploration of
the potential of HIV-1-infected patient’s immune response
to confront HIV-1 Env-mediated cell fusion.

Given the failure of neutralizing antibodies to control the
established infection (Poignard et al, 1999) this work
emphasizes that, besides neutralizing antibodies, the effect
of sera on syncytium formation should be considered for a
comprehensive understanding of the role of immune factors
in HIV-1 spreading and cell damage. Identification of the
epitopes inducing the production of fusion inhibitory
antibodies could be of therapeutic and preventive value.
Elucidation of the factors enhancing fusion may provide
new insights in the pathogenesis of HIV-1 infection.
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Interaction in vitro between cells infected with human immunodeficiency virus (HIV) and
surrounding, uninfected, target cells often leads to cell fusion and the formation of
multinucleated cells, called syncytia. The presence in HIV-infected individuals of virus
strains able to induce syncytia in cultures of T cells is associated with disease progression
and AIDS. Even in the asymptomatic stage of infection, multinucleated cells have been
observed in different organs, indicating that fused cells may be generated and remain
viable in the tissues of patients. We used lymphocytic cells transfected for the expression
of the HIV-envelope (Env) glycoproteins to develop a method for the direct quantification
of fusion events by flow cytometry (Huerta et al., 2006, J. Virol. Methods 138, 17-23; Lopez-
Balderas et al., 2007, Virus Res. 123, 138-146). The method involves the staining of fusion
partners with lipophilic probes and the use of fluorescence resonance energy transfer
(FRET) to distinguish between fused and aggregated cells. We have shown that such a
flow-cytometry assay is appropriate for the screening of compounds that have the
potential to modulate HIV-Env—mediated cell fusion. Even those syncytia that are small or
few in numbers can be detected. Quantitative analysis of the fusion products was
performed with this technique; the results indicated that the time of reaction and initial
proportion of fusion partners determine the number, relative size, and average cellular
composition of syncytia. Heterogeneity of syncytia generated by HIV-Env—-mediated cell-
cell fusion may result in a variety of possible outcomes that, in turn, may influence the
biological properties of the syncytia and surrounding cells, as well as replication of virus.
Given the myriad immune abnormalities leading to AIDS, the full understanding of the
extent, diverse composition, and role of fused cells in the pathogenesis of, and immune
response to, HIV infection is an important, pending issue.

KEYWORDS: cell-cell fusion, HIV, syncytia, syncytium-inducing virus, flow cytometry, Env, cell
aggregation, FRET
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CELL-CELL FUSION IN HIV INFECTION

Cell-cell fusion is a form of cell organization that occurs in physiological and pathological conditions,
such as the formation of muscle[1] and placenta[2], development in metazoa[3], organ repair by stem
cells[4,5,6,7], and malignant transformation[8,9,10]. Fusion of cells of the immune system is induced in
several different infections and in noninfectious reactions to tissue injury[11,12]. This intimate association
between cells from the same, or different, lineages (forming syncytia or heterokaryons, respectively) may
result in a highly functional synchronization and an optimal efficiency in order to accomplish complex
tasks, and may involve a major cellular reprogramming, resulting in an altered phenotype[8,13,14,15].
Thus, the properties of fused cells usually differ significantly from those of parental cells. An excellent
review by Ogle et al.[10] describes the general biological implications of cell-cell fusion.

A variety of enveloped viruses, including the human immunodeficiency virus (HIV), harbor “spikes”
composed of glycoproteins that interact with receptors on target cells, thus inducing virus-cell fusion.
Infected cells synthesize and then expose the viral fusion proteins on their membranes, thereby conferring
the infected cells with the ability to fuse with uninfected cells. Included among the viruses that induce
cell-cell fusion are many viruses that are associated with human diseases, such as the Herpesviridae
(herpes viruses, cytomegalovirus, varicella zoster, Epstein-Barr virus), Paramyxoviridae (measles,
mumps, syncytial respiratory virus), and Retroviridae (VIH, HTLV) families. The ability of viruses to
induce syncytia is generally assumed to be indicative of the viruses being transmitted through a cell-to-
cell pathway, without exposure to the extracellular milieu, thus allowing virus to spread rapidly and to
evade the immune response of the host[16]. However, the extent and consequences of syncytia formation
during infection by these viruses are still poorly understood. Table 1 shows examples of specific
pathogenic processes in viral infections with which syncytia formation has been associated. Given the
relationship between several fusogenic viruses and cancer, Duelli and Lazebnik have considered the
intriguing possibility that cell transformation arises from the combination of oncogene activity and
chromosomal instability induced by cell-cell fusion[9].

Cell adhesion molecules[33,34,35,36] and fusion proteins[37,38] are used by viruses to overcome the
electrostatic barrier formed by the negatively charged surface of cell membranes. Cell fusion requires the
close apposition of the surface membranes of cells, the induction of lipid perturbations, and the formation
of fusion pores that eventually expand and lead to complete cell-cell fusion[39]. During HIV infection,
virus-membrane fusion is accomplished by the HIV-envelope (Env) macromolecular complex, composed
of heterotrimers of the gpl20 and gp41 glycoproteins. Fusion requires a sequence of complex
conformational changes that involve the specific interaction of Env with the CD4 molecule and a
coreceptor of the chemokine receptor family[40,41,42]. HIV-Env—mediated cell-cell fusion is induced by
a mechanism analogous to that of the virus-cell fusion process[43,44,45].

In contrast to the advances in the understanding of the molecular processes of HIV-induced
membrane fusion, the factors involved in the cell-cell fusion and the biological role of fused cells in HIV
infection has not been well studied. In early investigations, syncytia formation was described as a form of
cytopathic effect occurring when mononuclear cells from HIV-infected individuals were cocultured with
uninfected T CD4" cells[43,44,45]. Later reports consistently showed that detection of virus with the
ability to induce syncytia in cultures of T lymphocytes correlates with an increased rate of depletion of
CD4" T lymphocytes and with progression to AIDS[46,47,48,49]. Multinucleated cells supporting virus
replication were detected in different tissues, such as brain and lymphoid organs, of HIV-infected
individuals, even when these patients were in the asymptomatic stage of the disease[50,51,52,53,54,55].
That syncytia may originate from the fusion of monocytes, lymphocytes, and/or dendritic cells has been
evidenced by both the anatomical location and the phenotypic markers of the multinucleated
cells[52,54,56]. Because death of syncytia by apoptosis is commonly observed in cocultures of infected
and uninfected cells[57,58,59], cell-cell fusion is mainly considered to be a potential mechanism
underlying CD4" T-cell depletion. Other reports argue that syncytia may function as viral reservoirs. Env-
dependent cell fusion also has been implicated in the transfer of virus from infected cells to target cells
through intercellular contacts, a form of infection that can be more efficient than infection by cell-free virus
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TABLE 1
Some Events Associated with Syncytia Formation in Pathogenic Viral Infections

Virus Cell/Tissue Observations Ref.
Human herpes virus 6 Hepatocytes Infection induces giant cells that express viral [17]
antigens and induce the so-called syncytial
giant-cell hepatitis.
Cytomegalovirus Many tissues Cell-cell fusion is a key mediator of viral spread.? [18]
Respiratory syncytial virus Respiratory tract Cell-cell fusion favors virus spread [19]
(RSV)

Epithelial cells Low fusogenicity associates with persistence of [20]
RSV in vitro.

Measles virus (MV) Epithelial cells of the Virus spread from epithelial cells to underlying [21]
respiratory tract tissues occurs through cell fusion.”

Epithelial and dendritic cells  Beta interferon (IFN-B) production is amplified in [22]

(DC) vitro by virus-induced multinucleated giant cells
derived from human epithelial cells or mature
dendritic cells.

DC and T lymphocytes The interaction of MV-infected DC with T cells [23]
induces polykaryon formation and MV massive
replication.

Tracheobronchial lymph Live attenuated Edmonston strain induces large [24]

nodes and thymus syncytia showing macrophage and DC surface
markers in mice defective for the alpha/beta
interferon receptor and expressing human
CD46.°
Parainfluenza Respiratory mucosal Severe lung injury associated to highly reactive [25]
epithelial cells and diverse bronchial epithelial tissue containing
organs multinucleated giant cells in patients with severe
combined immunodeficiency (SCID).?

Blood vessels Antibodies directed against type 1 virus were [26,27]
shown in 40% of the cases vs. 20% of controls
in giant-cell arteritis and polymyalgia rheumatica
patients.

Murine leukemia virus Endothelial capillary brain Hemorrhagic disease with major brain damage [28]

(TR1.3 strain) cells (ECBC) associated to virus-induced syncytia.®

Epstein-Barr virus (EBV) Lymphoid tissue DC A clinicopathological study of 16 aggressive [29]
tumors containing EBV-positive Hodgkin and
Reed-Sternberg-like giant cells.

Human papilloma virus 16 Cervical epithelial cells E5 viral protein induces binucleated cells by cell- [30]
cell fusion in vitro. Coexpression of E5 with
E6/E7 viral oncogenes enhances proliferation of
fused cells.’

Varicella zoster virus Epidermis Induction of cytopathic effect through syncytia [31]
induced by cell-cell fusion.

Human dorsal root ganglion  Virus-induced cell-cell fusion and polykaryon [32]

formation between neurons and infected satellite
cells during virus replication in vivo. Virus entry
into neuronal cell bodies is necessary for its
transfer to skin during herpes zoster.

This hypothesis is supported by the finding that, in spite of intense viral replication, free virus is rarely found in blood.

Preventing virus-induced cell fusion abrogated the subepithelial spread of the virus in vivo.

It is suggested that dissemination of MV in the initial stages of infection may occur by fusion of MV-infected monocytic

cells with other cells.

Syncytia were also detected in spleen, thymus, adrenal medulla, and urinary tract, among others tissues.

Brain damage was associated exclusively with syncytia formation by ECBC cells.

An interplay between E5, E6, and E7 proteins for the induction of carcinogenesis is suggested.
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particles[60,61,62,63]. Other effects of syncytia formation, such as reduction in the rate of virus
replication or promotion of recombination between virus strains, are also possible[64]. Table 2 contains a
list of possible consequences of HIV-Env—dependent cell-cell fusion.

TABLE 2
Possible Consequences of HIV-Induced Syncytia Formation

Consequence Ref.

Cell death in vitro [50,57,65,66]
T-cell depletion in blood [44,67,68]
Spread by cell-to-cell transfer of virus at local fusion points  [61,63,69,70,71,72,73,74]
Reservoirs of replicating virus [52,55,56,75,76,77]
Recombination of viruses from different strains [64]
Enhancement of virus replication [52,78]

Cell phenotype modification N.f.
Survival of infected cells by fusion with healthy cells N.f.
Reduction of number of cells in the microenvironment N.f.
Reduction of virus replication N.f.

Tissue injury by production of cytokines N.f.

Note: N.f., not found.

The extent of Env-mediated cell-cell fusion may be important in lymphoid organs, where the high
cellular density favors close contact between cells. That infected cells may constitute a major source of
infectious particles in HIV infection[23] emphasizes the necessity of a fuller understanding of the
consequences of cell-cell fusion in the immune system. Such understanding would aid in approaches to
the challenge of inhibiting the different forms of viral spreading and virus-induced cell damage.

A METHOD FOR THE STUDY OF CELL-CELL FUSION BASED ON FLOW
CYTOMETRY AND FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY TRANSFER (FRET)

Cells transfected with the HIV env gene are a convenient system for the study of the mechanisms of HIV-
induced membrane fusion and syncytia formation. In such cells, the gpl60 precursor protein is
synthesized, processed, and glycosylated, thus producing the mature gp120 and gp41 molecules that are
then transported to the cell membrane and exposed to the extracellular milieu[79]. Stably transfected
lymphocyte cell lines generated by Cao et al.[80] contain the env gene under the control of a tetracycline-
inducible expression system, so that the synthesis of Env is repressed in the presence of tetracycline and is
induced by the removal of the antibiotic from the medium (Env" cells). A second cell line (522F/Y cells)
expresses a mutant, nonfusogenic Env protein[80] (Fig. 1). A few hours after Env" cells fused in vitro
with target cells expressing the CD4 molecule and the proper coreceptor, a variety of fusion products can
be detected (Fig. 2). Thus, because these cells provided an appropriate system for the study of HIV-Env
syncytia formation, they were used in the experiments described in this article.

Usually, syncytia are counted by microscopy techniques or by the expression of reporter genes in the
entire cell population[81,82,83]. We devised an approach for the quantitative study of HIV-Env—mediated
cell-cell fusion, the aim of which was to integrate the study of the quantitative parameters (number and
diversity of syncytia) of fusion with functional considerations and with cell-population dynamics during
fusion[84,84a]. Our experimental approach was based on the staining of each of the fusion partners with one
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FIGURE 1. Tetracycline-inducible expression of HIV-Env proteins in Jurkat cells. Expression of the HIV-Env protein in
transfected Jurkat cells was repressed when tetracycline was present in the culture medium (noninduced cells) and induced
after its removal (induced cells). A time-dependent accumulation of envelope proteins in the induced cells was detected (A)
by Western blot analysis of the immunoprecipitation products of cell extracts and (B) by flow cytometry on whole cells,
using a rabbit anti-gp120 polyclonal antibody. In the Western blot, immunoprecipitates were separated by SDS-PAGE (7%
gel) and transferred to a nitrocellulose membrane. After incubation with the anti-gp120 antibody and a second antibody
coupled to horseradish peroxidase, the blot was then treated with a chemiluminescent peroxidase substrate. For the flow
cytometry, a second antibody coupled to fluorescein isothiocyanate was used.

of the lipophilic fluorescent dyes, Dil (1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate) and DiO (3,3’-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate), which produce red and green
fluorescence when excited by a 488 laser beam, respectively[83]. CD4" cells were stained with Dil and
Env" cells were stained with DiO. After coculture, the syncytia and those cells that did not fuse were
quantified by flow cytometry as double- and single-colored particles, respectively. The relative
morphological pattern of double- and single-fluorescent populations can be visualized in dot plots of the
forward scatter signal (FSC-H) vs. the side scatter signal (SSC-H). These signals are a measure of the
relative size and granularity of the cell populations, respectively. These plots evidenced the high
heterogeneity of the fusion products (Fig. 3).
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FIGURE 2. Heterogeneity of syncytia generated in vitro by the fusion of Env*
and CD4" Jurkat cells in 5-h cocultures. (A) Binucleated cell; (B) five-nuclei cell;
(C) multinucleated cell. Cells were stained with Giemsa.
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FIGURE 3. Microscopy view and flow cytometry analysis of syncytia formation in cocultures. Before
coculture, Env* and CD4" cells were labeled with DiO and Dil, respectively. The cocultures of CD4*
Jurkat cells either (A) with Env* fusogenic cells or (B) with Env* nonfusogenic cells (522F/Y) were
viewed by light microscopy (10x) and analyzed by flow cytometry. The fluorescence and
morphological patterns of cells after syncytia formation is shown in dot plots (FL1-H vs. FL2-H and
FSC-H vs. SSC-H, respectively). Double-fluorescent particles are shown in blue and their percentage
in the coculture is indicated.
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Interaction between the two lipophilic dyes causes the Dil-red fluorescence to be enhanced due to
FRET from DiO to Dil. This interaction is favored by the close proximity of the dyes in the fused cell
membranes[85] and by the extensive overlap of the DiO-emission and Dil-absorption spectra
(http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/brands/Molecular-Probes.html). Here, double-fluorescent
particles exhibited an enhancement of the Dil-red fluorescence, relative to that of nonfused Dil-stained
CD4" cells (Fig. 3). Labeling of one of the fusion partners with increasing concentrations of DiO induced
a proportional increase in the red fluorescence of the double-fluorescent population, indicating an
additional excitation of the Dil molecule by DiO[87].

We also used cytoplasmic dyes 5-chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) and 5-(and-6)-(((4-
chloromethyl)benzoyl)amino) tetramethylrhodamine (CMTMR) to label the fusion partners. However,
because they did not show FRET, aggregated cells could not be distinguished from true fusions.

Enhancement of the red fluorescence in the double-fluorescent population was most easily observed
when low concentrations of Dil and relatively high concentrations of DiO were used to label the cells.
Two populations of double-fluorescent cells could be observed under these conditions: one was FRET-
positive, showing approximately tenfold enhancement of the red fluorescence; the other, FRET-negative.
An anti-CD4 monoclonal antibody, known to block CD4-gp120 interaction[86], inhibited the FRET-
positive, but not the FRET-negative, cell population (Fig. 4A,B). Sorting and microscopic examination of
these two populations showed the FRET-positive cells to be multinucleated, whereas the FRET-negative
population was composed of single cells, indicating that they were cellular aggregates (Fig. 5)[87]. Thus,
FRET between DiO and Dil allows the distinction and quantification of fused and aggregated cells, as
determined by flow cytometry. FRET permits the detection of even small numbers of fused cells.
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FIGURE 4. Fluorescence profiles of FRET-positive (fused cells, upper region) and FRET-negative (cellular
aggregates, lower region) particles in cocultures of Dil-CD4" cells with (A) DiO-Env* cells and (B) DiO-Env" cells
plus 30 pg/ml anti-CD4 monoclonal antibody. (Adapted from Huerta et al.[87]. Copyright 2006, with permission
from Elsevier.)

Comparison of the number of syncytia counted by fluorescence microscopy and flow cytometry
showed an excellent agreement between the two techniques, as shown in Table 3.

By using the FRET-based assay, a dose-dependent inhibition of fusion was obtained with monoclonal
anti-CD4 and synthetic peptide T-20, which interferes with the membrane fusion step during virus
entry[88]. The resulting values for the inhibition concentration (ICsy) agree with that obtained by other
methods[89,90,91,92] (Fig. 6). All experiments described in this article were conducted in serum-free
medium containing human albumin (AIM-V medium, Gibco) in order to avoid any interaction between,
or combined effect of, components in fetal serum and the inhibitors tested.
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FIGURE 5. Appearance of double-fluorescent cells after sorting of (A) FRET-negative and
(B) FRET-positive particles. Magnification 400x. (Reprinted from Huerta et al.[87].
Copyright 2006, with permission from Elsevier.)

TABLE 3
Percentage of Syncytia and Single Cells Obtained by Visual
Counting and Flow Cytometry

Microscopy Counting® Flow Cytometry®

Single red (CD4+) 45.1 41.3
Single green (Env+) 34 36.4
Syncytia 21 20.8

#  Syncytia and single cells were identified as double- and single-

fluorescent cells, respectively, in cocultures of Dil-CD4" and DiO-Env*
cells. A total of 863 cells were analyzed in 58 microscope fields.

®  FACS quantitation was carried out on 10,000 events.

Reprinted from Huerta et al.[87]. Copyright 2006, with permission from
Elsevier.

A QUANTITATIVE APPROACH TO THE STUDY OF SYNCYTIA DIVERSITY

Given the requirements for close contact and specific binding between cells, cell-cell fusion may roughly
follow the principles of mass action. If so, the number of fusion reactions and the cellular composition of
syncytia would depend on the duration of reaction, on the relative abundance of cell-fusion partners, and
on the number of membrane receptors[93]. In turn, the extent of fusion (abundance of fused cells in a
given compartment or microenvironment) and the cell composition of the syncytia (number and cell types
incorporated into syncytia), in addition to the nature and intensity of stimuli from the microenvironment,
must eventually determine the fate and biological significance of the syncytia. The study of cell-cell
fusion by the flow cytometry method described in the previous section allows the quantitative analysis of
several parameters of the cell-cell fusion reaction for a given experiment, i.e., the number of syncytia,
average cell composition, and size distribution.
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to both inhibitors to different extents, while aggregated cells are
not appreciably affected. (Reprinted from Huerta et al.[87].
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The cellular composition of syncytia, i.e., the number of cells from each fusion partner that become
fused, may prove to be an important biological parameter. For example, the ratio of healthy cells to virus-
infected cells in a given syncytium may determine whether that syncytium will survive or die. In the
FACS analysis shown above, it was possible both to identify and to count not only the syncytia, but also
the cells that did not fuse (i.e., cells having only a single-colored fluorescence). Therefore, compared to
the respective initial amounts of the fusion partners, changes in the number of nonfused cells could be
used to calculate the number of cells incorporated into syncytia in short-term experiments, where cell
proliferation or death are not significant. However, typical fluorometric analysis renders the proportion,
but not the absolute number, of each cell type in the whole population. Given that changes in the
proportion of cells remaining nonfused do not directly reflect the actual numbers of cells forming
syncytia[84], the following simple expression was derived in order to calculate the CD4"/Env" ratio of
cells incorporated into syncytia, or fusion stoichiometry coefficient (here designated as r)[84], using the
percentage data provided by most of FACS equipment available:

_ R, —(1+R,){cd4},
fi

In this expression, Ry, {cd4};, and f; correspond to the initial CD4*/Env" ratio in the coculture, the
percentage of nonfused CD4" cells, and the percentage of syncytia at time i, respectively. The fusion
stoichiometry coefficient, r, has a value of 1 when the two fusion partners are equally incorporated into
syncytia[84].

Fusion kinetics and the stoichiometry coefficient, r, can be calculated by determining the proportion
of fused and nonfused cells in different culture wells as fusion develops, as shown for an 8-h coculture of
Jurkat cells seeded at Ry = 1 (Fig. 7A). In that study, maximal fusion (F,,) was reached in 4 h.
The percent of nonfused cells diminished at similar rates, indicating that equivalent numbers of CD4" and

ri
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FIGURE 7. Changes in the percentages of syncytia and unfused cells (A) and in the ratio r (CD4*/Env*)
of incorporation of fusion partners into syncytia (B), at equal initial proportions of CD4" and Env*
fusion partners (Ry = 1). (C) Relationship of F,,, with Ry and (D) relationship of r with R,. (Reprinted
from Lopez-Balderas et al.[84]. Copyright 2007, with permission from Elsevier.)

Env" cells were incorporated into syncytia. In this example, r showed a constant value of 1.4 throughout
the duration of the culture (Fig. 7B).

At coculture ratios distinct from 1, F,, decreased, probably due to the establishment of fewer
effective contacts when one of the two fusion partners is in excess (Fig. 7C), while r stabilized at different
values, with a maximum of 3 at Ry = 10 (Fig. 7D). Thus, the CD4"/Env" ratio of cells incorporated into
syncytia was 3:1 when CD4" cells were in tenfold excess, whereas this ratio was 0.7 (or 2:3 CD4" to Env*
cells) when Env’ were in tenfold excess. Thus, culture conditions can determine the generation of
syncytia that differ in the abundance of one or the other cell type in their composition.

Distinct coculture conditions also generate different distributions of size and granularity of syncytia.
Mean and standard deviations of the FSC-H and SSC-H parameters increase with coculture time and with
Ry, so the largest syncytia were obtained with R, = 10, and the smallest with R, = 0.1 (Fig. 8). Overall, fused
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cells show a major increase in granularity and a moderate increase in size, compared to nonfused cells.
The modest increase in the intensity of the FSC-H signal of fused cells is related both to the observation
that most of these cells were composed of two or three nuclei, as determined by microscopic counting
(Fig. 9) and to the nonmonotonic nature of forward-scatter detector response. In contrast, the marked
increase in the SSC-H signal is related to its high sensitivity to variations in the refractive index[94]. The
finding that, under all the conditions tested, small syncytia comprised the greatest proportion (=50%)
points to the possibility that syncytia formed by only a few cells could be numerous during HIV infection
and may go undetected in analysis by microscopy.
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FIGURE 9. (A) Number of nuclei in syncytia formed in
cocultures of Dil-CD4* and DiO-Env* cells. Nuclei were
stained with the Hoechst 33342 dye and counted in 180
triple-fluorescent cells. (Reprinted from Huerta et al.[87].
Copyright 2006, with permission from Elsevier.)

Thus, as shown by the experimental results described above, the extent of fusion, the stoichiometry
coefficient, and size of syncytia vary with time of reaction and initial proportion of fusion partners. The
extent of fusion and diversity of syncytia under different experimental conditions may reflect
heterogeneous features of the fusion-partner cell populations, such as different levels of expression of
fusion-active proteins, or asynchronous cell cycles among the cell-line members. On the other hand, the
increase in syncytia size without a similar increase of the proportion of fused cells suggests the
occurrence of new fusion events that do not increase the number of double-fluorescent particles, such as
the fusion of cells into already formed syncytia or fusion among syncytia.

ASSOCIATION OF EFFECT OF SERA ON FUSION WITH MARKERS OF HIV
DISEASE

Cell-cell fusion and cell-to-cell spreading of HIV may be affected by antibodies produced by HIV-
infected patients. Although those antibodies that neutralize the cell-free virus would also block the Env-
dependent cell-cell fusion, several findings indicate that virus-cell and cell-cell fusion may have different
requirements[69,95]. Contact between extensive areas of the membranes of cells would involve
interactions among large numbers of receptors and adhesion molecules[96]. Thus, blocking of Env-
dependent cell-cell fusion may require higher concentrations of antibodies than those necessary to
neutralize virus particles[97,98,99,100,101,102]. This idea is based on the finding that, in experiments
using monoclonal antibodies against epitopes on the proteins gpl120 and gp41, the concentration of
monoclonal antibodies needed to inhibit fusion between Env" and CD4" Jurkat cells (Fig. 10) was
considerably higher than those reported for neutralization of cell-free virus[98,99,100,101].

We explored the effect of sera from HIV-infected individuals on the fusion of Env* and CD4" Jurkat
cells[103]. Most (69%) of the sera from a sampling of 49 HIV-positive individuals inhibited fusion to
some extent; 24.5% had no effect and 6.1% enhanced fusion. Inhibition of fusion correlated with
the asymptomatic stage of human HIV infection, whereas sera that had no effect or enhanced fusion were
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FIGURE 10. Fusion inhibition obtained with anti-CD4, anti-
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the absence of antibodies. (Reprinted from Huerta et al.[103].
Copyright 2005, with permission from the Society for General
Microbiology.)

associated with AIDS (Fig. 11). Coculture of labeled cells was performed in the absence of fetal bovine
sera in order to avoid the influence of stimulating factors in the fetal serum on the patient’s sera effect on
fusion. The inhibition and enhancement of fusion by the patients’ sera were shown to be related to IgG
and IgM antibodies, respectively[103]. This study indicates that fusion-inhibiting antibodies predominate
in the early stages of the disease, while loss of inhibition and the presence of fusion-enhancing antibodies
appear during the late stages. This underscores the point that the effect of antibodies on syncytia
formation should be considered in order to understand fully the role of the immune response in the control
of the different forms of viral spreading and cell damage.

CONCLUDING REMARKS

Cell-cell fusion is a highly heterogeneous process; it results in diverse outcomes having potentially
significant consequences for the success or failure of the HIV infection. Studies of the biological features
of syncytia must deal with such diversity in order to form an objective picture of their biological
significance in vivo. Given the heterogeneity of fusion products, it is probable that not all the possible
outcomes of cell-cell fusion induced by HIV infection have been investigated. A possibility to be
considered is that, although multiple cell-cell fusion events lead to formation of multinucleated giant
cells, there may be many fused cells in vivo too small to be easily detected by current methods.

Flow cytometry provides a convenient tool for the quantitative study of cell-cell fusion. The use of
fluorescent dyes and of flow cytometry allows the high-speed analysis of the number, size, and average
cellular composition of syncytia. This technique can be used not only to distinguish between aggregated and
bona fide fused cells, but also to test for potential inhibitors to HIV entry. Dil and DiO can be combined
with third-party fluorescent dyes coupled to antibodies for the determination of phenotypic markers of
syncytia and other biological features (i.e., mechanism of death, cell cycle, cytokine production, virus
production capability). The same features also can be determined in the surrounding cells that do not fuse.
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The combination of flow cytometry and FRET provides a method with sensitivity similar in degree to that
of other current methodologies. It also has the advantages of technical simplicity, minimal cell-invasive
procedures, and the possibility of using additional, distinct fluorochromes to explore simultaneously other
biological markers of the cells involved in fusion.
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