0 NCIONAL AUTONORA 7
e

— ==

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

TITULO DEL TEMA ESCRITO

Caracterizacion de la expresion del ARNm de APOBEC3G (A3G) en células mononucleares de
sangre periférica de individuos infectados con VIH-1 comparados con individuos expuestos
seronegativos.

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

LOANA XONAIi ALVAREZ GARCIA

MEXICO, D.F. ANO 2014



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: MIREYA RODRIGUEZ PENAGOS
VOCAL: Profesor: MARTHA PATRICIA COELLO COUTINO
SECRETARIO: Profesor: JOEL ARMANDO VAZQUEZ PEREZ
ler. SUPLENTE: Profesor: ROCIO GABRIELA TIRADO MENDOZA
2° SUPLENTE: Profesor: SONIA MAYRA PEREZ TAPIA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

CENTRO DE INVESTIGACION DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS (CIENI), INER.

ASESOR DEL TEMA: DR. JOEL ARMANDO VAzQUEZ PEREZ

SUPERVISOR TECNICO: Q.F.B DAMARIS PRISCILA ROMERO RODRIGUEZ

SUSTENTANTE: LOANA XONAi ALVAREZ GARCIA




INDICE

w S 112 Lo 1o 11 ol o o 1 7
1.1 DESCUBRIMIENTO DEL VIRUS DEL SIDA ... et 7
1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL VIH EN MEXICO Y EN EL MUNDO. +..vuueireieinesnereennesnereeneennenns 8
G T = 3 (o ] o T 79 T = T o 10

G TR0 A €T o o) o - 11
1.3.2  PrOt@INAS. «.ves ittt ettt 12
1.3.1 Ciclo de rePliCACION ........eueeeeeee ettt ettt ettt teaeaaaaaenes 13
1.4 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION. ..vuusenuennnnnssnesnnsnesnesnnsnnssnesnnsnnssnesnesnnsnnes 21
0 N [T =Tolel To ) - Lo 11 L [- FA 21
1.4.2 INFECCION CrOMICA v.vvvivie ettt ettt ettt ettt et et aeaaaaaraaeaaas 23
1.4.3 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida SIDA. ..........c.cccoeveiieireinnnnnnn. 23
1.5 RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA EL VIH ..o e e 24
1.5.1 Respuesta Inmune innata Celular. ............couiiiieeiiiiiiiiiisiinisisnisinnen, 25
1.5.1.1 Toll-like receptor. 25
1.5.1.2 Monocitos. 27
1.5.1.3 Celulas Natural Killer. 28
1.5.1.4 Células dendriticas. 29
1.5.2 Respuesta inmune adaptatiVa........c.uuueisiieeusieiiiesisnasisanasisnnssinnes 29
1.5.2.1 Linfocitos T CD8+. 30
1.5.2.2 Linfocitos T CD4+. 30
1.5.2.3 Respuesta humoral 31

1.6 FACTORES CELULARES QUE RESTRINGEN LA REPLICACION DE VIH-1. ...cciiiiiiiiiiiiiinneeen. 32
1.6.1 TRIMS5Q Y TRIMCYD. ©oieeeeeeeiieee ettt a ettt e e e e tseeea e 32
YO0 I =7 = 1 o = 33
1.6.3 FAMUlia APOBEC. ......eitiitest ettt et e et et a et et et ea e aean e naneanaanenes 34
1.6.4 APOBEC3G. ..osiitiie ettt et ettt et 34
1.6.4.1 Estructura de APOBEC3G 35
1.6.4.2 A3G se encapsida dentro de viriones de VIH-1. 36

g 1



1.6.4.3 Hipermutacion viral

1.6.4.4 Actividad de A3G independiente de deaminasa. 38
1.6.4.5 Vif Inhibe la actividad de A3G. 39
1.6.4.6 Efectos secundarios de la actividad de A3G. 40
1.6.4.7 Regulacion de la expresiéon de A3G 41
2 ANTECEDENTES ....cciutiuueemrmssnsssnssnnsssmsssnsssssssnssssssnnsnsssnnnsnssssnnnnsssnnnnnnsnnnnnns 42
i Js 1UE=0 s £ 23 (of - Yot o ] [ 43
4 OBIJETIVOS....ccccciiinmmmsmmsnnssnsssnsssmsssnsssmsssnsnsssssnssssssnsssssssnnnssssnnnnsssnnnnnnnnnnns 44
4.1 OBIETIVOS GENERALES . utuuuuutssustssnusessansessanssssanssssanssssnsnsssnnssssnnssssnnssssnnnssns 44
4.2 OBIETIVOS PARTICULARES ... uutttustssusessansessanssssanssssnssssnsnsssnnssssnnsssannsssnnnsssns 44
5 HIPOTESIS ..cccccccuusssssnnnnnsnsssnsssesessssssssssssssssnsnnnsssnsssssssssssssssssssssssnnnnnnsnsnnns 45
6 MATERIALES Y METODOS ....ciieeusirensssmmenssssmsnssssmsnssssmsnssssmsnssssssnssssssnssssees 45
6.1 MUESTRA DE ESTUDIO . 4t uuuststnusessnsessannsssasssssannsssnsssssssesssnnesisnsesmmnsmssminsssmnes 45
6.2 DESCONGELACION DE CELULAS. .tuuueruesneennesnesnnennernesanesnssnssanesnesnnsnnssnesnnsnnennens 46
6.3 SEPARACION DE 4 ESTIRPES CELULARES: CD4+, CD8+, CD19+ Yy CD14+. .............. 47
6.3.1 Citometria de flUJO. .....ooreeee ettt ettt ettt et e e aaeaes 47
6.3.1.1 Sistema de Fluidos. 48
6.3.1.2 Tamaho y granularidad celular. 49
6.3.1.3 Fluorescencia 50
6.3.2 Controles de COMPENSACION. ......c.uuueeeeie ettt ettt e i eieaeaaeaaenes 52
6.3.3 TINCION CEIUIAI. ...uesiee ettt ettt ettt ettt ia s anaaeaaas 53
6.3.4 Sorteo celular activado por fluorescencia (FACS, Fluorescence-Activated
(@12 /Yo o [ ) 54
6.3.5 Enriquecimiento de MONOCIEOS .......ueueieisie st essaessnasaaeasanaaasannnns 56
6.4 ENSAYOS CON CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA....uuveuernesnernesnnennens 57
6.5 ESTIMULACION CELULAR. tutuuueneennesnesnnennesneannesnesnnsaneanesnesanennesnnsnnennssnesnnennens 57
6.6  LISADO DE CELULAS. «euutnnenesneennesnesnnesnssnnaneanesnnsaneanesnesaneanernnaanesnesnesnnennnns 59
6.6.1 Lisado en placa de 96 pozos (150,000 células por ensayo). .................. 59

g :



6.6.2 Lisado de células mononucleares de sangre periferica (2X10° células),

extraccion y purificCacion de ARN. ..........ue ettt ettt et et ateaaaaaaeans 60
6.7 CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS. +uurtuuesneennesnesnnennssnesnnennesnemnnssnssnesnnennens 61
6.8 SINTESIS DE CADN POR RT-PCR PUNTO FINAL «.utuutenuerneenesnesnnennernnsnnsnnesnesnnannens 61

6.8.1 Células separadas por FACS (150 000 Células) .........c.ccuvuuuvieiieinninninnnn. 61

6.8.2 Células Mononucleares de Sangre Periférica (2X10°M células). .............. 63
6.9 DETECCION DE LA EXPRESION GENICA. .« uuuuusesnesneennesnnsnnennesnnsnnennesnnsnnssnssnesnnennens 65

6.9.1 Valvulas NanOFIEX ™. ... ... e aaae e 65

6.9.2 Circuitos integrados de flUidOsS. ........c..uuuiiiiieiiiiiiii it aiiiiieeaaians 66

6.9.3 Preparar la mezcla de MUESEIaS. .......coueieiiii it iiit e aiiiiieeenaaans 69

6.9.4 Preparando 10S €NSAYO0S. .....uuuueesseeaieesaessaatasaessnasaarae e 70

6.9.5 Carga del arreglo din3miCo IFC. ........cuuuiiuiieiieiii e teteaet e ieateaaaaaa 71
6.10 ANALISIS ESTADISTICO. tuuuerueneennesnernnennesnernennesnnsaneanesnesaneanesneeanennesnesnnennens 72

7 RESULTADOS....cccccitminmsmmmssnsssmsssssssssssnssnssssnssssssnsssnsssnnssssssnnnnnssnnnnnnsnnnnnns 73

7.1 SEPARACION DE LAS DIFERENTES ESTIRPES CELULARES A PARTIR DE CMSP MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO Y ENRIQUECIMIENTO EN CULTIVO . 4t uuuuunnnssssseeerennnnnnnnnnssssssssseeeennns 73

7.2 DETECCION DE LA EXPRESION DEL ARNM DE LA FAMILIA DE GENES APOBEC3G Y DE LOS

GENES DE LAS VIAS DE TLRS, RIG E INTERFERON ..t uuttttsuteerrnaeeranneesannessnnnessansesennneeens 77
8 ANALISIS DE RESULTADOS ..cecuuuiremssssrssssssrmsssssrsssssssssnssssssnssssssnssssssnssssees 94
9 CONCLUSIONES...ciiciotimmumrerunrarsamansassssassasassassssassasassassssassassssassnsassasansananss 97
1O ANEXO A uciciicinruaranmansnmansanssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsassnsassasansassnss 99
11 BIBLIOGRAFIA ....ccooiiiiiiiiiciciccssssssssnnnns s s s s s s s s s s s s ssmmmmn s s s s s s s e s s s snsnnas 99
12 INDICE DE ABREVIATURAS .....cccttirummmmmsnnnnsmsssnsssmsssnsssssssnssnssnnnnnsssnnnnnnnns 111

g ;



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Infecciones por el VIH y muertes relacionadas al SIDA. ............cccevvvevvnnsn. 8
Figura 2. Adultos y nifios que viven con VIH, 2012.........c.ccuiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiainannn, 9
Figura 3. Estructura de VIH, modificacion de. ............ccuuuiieeiiiiiiiiiiiiiiiiieanaaannnn, 14
Figura 4. Ciclo de replicacion de VIH. Modificacion de [23].....ccccvveviiiiiieiiiinnnnnnnnn. 16
Figura 5. Historia Natural de la infeccion del VIH-1. Modificado de [48].................. 23
Figura 6. Estructura de TLR. Modificacion de [53] .....cuueeieiiiiiiiiiiiiiiiiiieaeaaaen, 26
Figura 7. Reconocimiento de PAMPs por TLR de superficie,modificado de [55]......... 26
Figura 8. Reconocimiento de PAMPs por TLRs intracelulares, modificado de [55]..... 27
Figura 9. Estructura de A3G. Modificacion de [88]........cvueeiiiiiieiiiiiiiiiiiieiaiaannn, 36
Figura 10. Mecanismo de desaminacion de A3G. Modificado de [106] .................... 37
Figura 11. Componentes del complejo para la poliubiquitinacion de A3G................ 39

Figura 12. Motivos en Vif implicados en el ensamblaje del complejo ubitiquin ligasa. 40

Tabla 1. Caracteristicas de 18 MUESEIa .........ooueiiiii i eaieaaaeas 46
Figura 13. Esquema general de la composicion de un citdmetro de flujo................. 48
Figura 14. Enfoque hidrodinamico de la muestra en la celda de flujo. ................... 48
Figura 15. La dispersion de la luz es proporcional al tamafo celular. ..................... 49

Figura 16. La dispersion lateral del laser es proporcional a la complejidad celular. ... 50

Figura 17. Unidn especifica de un antigeno a un anticuerpo con un fluorocromo

[0l ) 17 [« =T [ 0 51
Figura 18. Trayectoria de luz, desde la interseccion de la célula con el laser hasta los

Lo L= =0 0 = 52
Figura 19. Compensacion de fluorescencia. Modificado de [154]. ....ccccvvvveieirvnnnn... 53
Tabla 2. Mezcla de anticuerpos necesarios para la tincion de células...................... 54

Figura 20. Separacion Celular Activada por Fluorescencia, FACS. Modificado de

55 55
Tabla 3. Concentraciones necesarias por €Stimulo. ..........cccvvieiieiieiiiiiiiiiiiaisaannnn, 59
Tabla 4. Modo de preparacion del agente de lisis para una reaccion....................... 60

g ;



Figura 21. Condiciones de reaccion para PCR punto final de la sintesis de cADN para

CEIUIAS SEPAradas POI FACS. ...ttt ettt ettt ettt ettt tsaaareaeninens 62
Tabla 6. Mezcla de reaccion para sintesis de cCADN para CMSP. .........cccccvvevvinnnnnnn. 63
Figura 22. Condiciones de reaccion para PCR punto final de la sintesis de cADN para

[ Y 64
Figura 23. Microvalvula NanoOFIEX ™. ...ttt ettt ettt eaaeaeans 66
Figura 24. Arreglo diN3MiCO IFC ......c.c.ueueeeiii ettt et ettt ettt aeaaaaeans 66
Tabla 7. MezcCla de r€acCCiON STA......uuirie ettt ettt ettt eaaataseaaanens 67
Figura 25. Condiciones de reaccion para la Amplificacion STA. .......c.ccccvveiveiennnnnn.. 68
Tabla 8. Mezcla de reacCion CON EXO I ......c.uuuuuiuiiiiiiiesaiiasia it aaseaaiaaaaaaiaaaanans 68
Figura 26. Condiciones de PCR para el tratamiento con EXOL. ...........ccccccviiiivnniiinn, 69
Tabla 9. Mezcla para preparar [as MUESEIAS .......cuuueeiiiiii i iist ettt eaaiiaaaans 70
Tabla 10. Mezcla de reaccion para preparar 10S €NSaY0S. ......c.eveeieereiseieeieineisnnennn. 70
Tabla 11. Condiciones de reaccidn para la deteccion de expresion génica. .............. 72

Figura 27. Ejemplo del analisis de citometria de flujo multiparamétrica para la

identificacion de 4 estirpes celulares (CD4, CD8, CD14 y CD19) .......cccvvvvvvunnns. 74
Figura 28. Ejemplo de la determinacion de pureza de las células separadas............ 75
Figura 29. Ejemplo de la determinacion de pureza de monocitos. .......................... 76

Figura 30. Matriz de resultados obtenida de la cuantificacion de la expresion génica,

por el equipo BioMark™ HD System, FIUidigm. ...........coviueiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnaians 78
Tabla 12. Lista de genes seleccionados para €l analiSiS.............c.ccveiiieiieinninnnnnnn. 79
Figura 31. Graficas comparativas entre cohortes, células TCD4 sin estimulo. .......... 80
Figura 32. Graficas comparativas entre cohortes, células TCD8+ sin estimulo......... 81
Figura 33. Graficas comparativas entre cohortes, CMSP sin estimulo. .................... 82

Figura 34. Graficas comparativas entre cohortes, células T CD4+ estimuladas con

] PP 84
Figura 35. Graficas comparativas entre cohortes, células T CD8+ estimuladas con
o PP 85

g ;



Figura 36. Graficas comparativas entre cohortes, CMSP estimuladas con IFN.......... 86

Figura 37. Graficas comparativas entre cohortes, células TCD4+ estimuladas con

LSy A 87
Figura 38 Grafica comparativas entre cohortes, células TCD8+ estimuladas con
LSy A2 89
Figura 39. Grafica representativa de la expresion inducida por IFN en linfocitos
TCDA4+ CD8+ Yy CMSP d@ ESIN. ....veeeiesee e see et eataas st asaanasanananannens 91

Figura 40. Grafica representativa de la expresion inducida por sSRNA40 comparada
con la expresion de su control negativo ssRNA41, en linfocitos TCD4+ de las
(ole] Lol g =X B Y Y AY A VA O 92

Figura 41. Grafica representativa de la expresion inducida por sSRNA40 comparada
con la expresion de su control negativo ssRNA41, en linfocitos TCD8+ de las
(0le] g Lol g =X B Y Y AY A VA O 93




1 INTRODUCCION

1.1 Descubrimiento del virus del SIDA

El 5 de Junio de 1981 el CDC (Center of Dieses Control) publicé un informe
detallado donde describia el nacimiento de una “nueva” enfermedad. El
informe describe los sintomas de 5 pacientes varones homosexuales de Los
Angeles California, con neumonia por Pneumocistis carinii, infeccion de
mucosas por Candida sp, a demas de viremia por Citomegalovirus (CMV)[1],
lo cual indica que la “nueva” enfermedad estaba acompafada de una
deficiencia inmunoldgica, provocando asi infecciones oportunistas. Este seria
el primer reporte cientifico de lo que llegaria a ser conocido como Virus de

Inmunodeficiencia Humana(VIH) [2].

El nombre de esta enfermedad era incierta, pero sin duda habia que llamarle
de alguna manera, asi que se le atribuyen diversos nombres de los cuales
destacan: “neunomia gay”, “cancer gay”, "GRID (Gay-Related Immune
deficiency)”, éstos nombres aparecieron cronoldégicamente y se relacionan con
los avances médico-cientificos. En 1982 se le atribuye a ésta enfermedad
venérea, el nombre citado en siglas de AIDS (Acquired Immunodeficiency
Syndrome)[3].

Independientemente de encontrar un nombre para dicha enfermedad, el
agente etioldgico aun era un misterio. Sin embargo, 2 afios después de los
primeros indicios del SIDA, en 1983, L. Montaignier del departamento de
virologia del Instituto Pasteur y colaboradores, lograron, a partir de un nodo
linfatico de un individuo asintomatico con linfadenopatia generalizada y otros
sintomas caracteristicos de SIDA, aislar un retrovirus[4], el cual fue llamado
inicialmente virus asociado a linfadenopatia (VAL). Dicho virus demostré ser el

agente etioldgico del SIDA, el virus de Inmunodeficiencia humana (VIH)
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1.2 Epidemiologia del VIH en México y en el Mundo.

En 1982 se reportaron 5 datos de SIDA, para el afio 1984 ya se reportaban 12
mil casos a nivel mundial. Las infecciones por VIH se incrementaron en los
afnos siguientes a su descubrimiento alcanzando su maximo en 1997, con 3.5
millones de nuevas infecciones por el VIH. Mientras que el numero de
personas que mueren por causas relacionas con el SIDA alcanzaron un

maximo en el aino 2005 con una cifra de 2.2 millones de muertes, (Figura

1).[5]
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Figura 1. Infecciones por el VIH y muertes relacionadas al SIDA.




Para el 2010 el panorama mejora, sin embargo la mortalidad! y morbilidad?
siguen manejando cifras exorbitantes. A nivel mundial las nuevas infecciones
anuales por el VIH fueron de 2.3 millones en 2012 , ésta cifra ha sido la mas
baja desde los 90s; asi como las muertes por causas relacionadas con el SIDA

disminuy6 de 2.3 millones en 2005 a 1.6 millones de muertes en 2012 [6].

Este avance se ha logrado en los ultimos afios debido en gran parte al acceso
al tratamiento antirretroviral, ya que en 2013 la OMS modificé sus directrices
para establecer la recomendacion de comenzar el tratamiento de manera
inmediata, de esta forma en el afo 2013 aproximadamente 28.6 millones de

personas tuvieron acceso a tratamiento antirretroviral [5].
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Figura 2. Adultos y nifios que viven con VIH, 2012.

! Mortalidad. La tasa de mortalidad se define como la proporcidn de personas con
una caracteristica en especifico que fallecen con respecto al total de la poblacion.
2 Morbilidad. Es la proporcidon de personas que se enferman en un sitio o tiempo

determinado.




En la Figura 2 se muestran graficos de datos a nivel mundial correspondientes a A) nuevas infecciones

por el VIH. B) muertes por causa de SIDA y C) personas que viven con el VIH. (Modificado de [7])

En México, los datos proporcionados por CENSIDA en 2013, afirman que se
han registrado cerca de 9 mil nuevos casos, de los cuales aproximadamente
50% fueron diagnosticados en fase de SIDA. Esto, sumado a las infecciones
ya diagnosticadas desde 1983, da un total de 167,933 casos, de las cuales el
17.2% de los casos corresponde a mujeres y el 82% a hombres, es decir,
desde el inicio de la epidemia se ha infectado una mujer por cada 5 hombres

aproximadamente [8].

La tendencia epidemioldgica del VIH se puede estudiar a partir de diferentes
estratos poblacionales, uno de ellos es por distribucién geogréafica. Donde, de
los 167 mil casos de personas infectadas con VIH, el 15.4 % se localiza en el
Distrito Federal; el 10.5% en el Estado de México; mientras que en 1986 se
registran los primeros casos de SIDA en localidades rurales, razon por la cual
en el Estado de Veracruz se encuentran localizados un 9.1% de los casos
infectados con VIH. Estos son los tres estados con mayor numero de casos,
seguidos por Jalisco (7.5%), Chiapas (4.7%), Guerrero (4.6%) [8].

La edad es otro factor importante en el estudio del comportamiento de la
epidemia por VIH. La edad a la cual predomina la infeccion por VIH es de 20 a
44 anos aproximadamente, segun los datos informados por CENSIDA
2012,[8].

1.3 Biologia del VIH

El Virus de Inmunodeficiencia Humana pertenece al género de los Lentivirus,

quienes pertenecen a la familia Retroviridae. Siendo un lentivirus tiene un
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periodo de incubacidn muy largo que desemboca en SIDA después de varios

anos.

El VIH tiene una estructura esférica, con didmetro de 120nm
aproximadamente y estd compuesto de dos copias de ARN de cadena sencilla

el cual se describe a continuacion.

1.3.1 Genoma.

El genoma del VIH es un homodimero, es decir, consta de dos cadenas
idénticas de ARN de cadena sencilla y de sentido positivo, lo cual hace que el
virus sea funcionalmente diploide. Cada cadena tiene un tamano de 10kb
aproximadamente y se encuentran unidas por una regién llamada DLS (dimer

linkage structure) localizada en las regiones 5 terminal de cada homodimero

[9].

Cada homodimero contiene una estructura (m7G5 "ppp5 Gmp) en el extremo
5 'llamada cap; inmediatamente después se encuentra la secuencia corta R
(lamada asi, por ser una secuencia “Repetida” a lo largo de la cadena de
ARN). Rio abajo (downstream) de 5°R se encuentra otra secuencia llamada
US por ser una secuencia “Unica 5°”, ésta regién U5 incluye uno de los sitios
“att” (at the termini) requeridos para la integracién proviral, ya que éstos

sitios son reconocidos por la proteina viral Integrasa [9].

A continuacién se encuentra el primer sitio de union (pbs) de 18 nucledtidos,
en el cual se hibrida un tARN del hospedero, para sintetizar la cadena negativa
de DNA. En seguida se encuentra una secuencia muy importante, siendo la
mayor sefal con la que se lleva a cabo la encapsidacion del ARN viral a la

particula viral, ésta secuencia es llamada psi W [9].

—— i




El segmento siguiente es donde se codifican proteinas estructurales y enzimas
requeridas para una infeccion productiva. Estas proteinas son codificadas en
diferentes marcos abiertos de lectura (ORF, por sus siglas en ingles), tres de
éstos dan origen a tres poliproteinas precursoras, las cuales son escindidas
por proteasas[10]. En el DNA proviral se encuentra otra region llamada 3 -

LTR (Long Terminal Repeat) que sobrelapa con la proteina viral Nef [11].

De manera que, solo son tres los genes que ocupan casi todo el espacio
central del genoma, en el orden de 5° a 3 ° aparece el gen gag(grupo

antigeno especifico), pol/ (polimerasa), y env (envoltura) [9].

Rio abajo de los genes gag, pol y env, se encuentra un bloque de al menos
nueve residuos A y G llamado “ppt” (polipurinas), éste sitio es el lugar de
iniciacion de la cadena positiva de DNA. El ppt es seguido por una secuencia
corta llamada U3 (secuencia Unica 3 "), en esta regidon se encuentra uno de los
sitios requeridos para la integracion de DNA. Junto a U3 se encuentra la copia

3'de la regién R, la cual es seguida por la cola de poli (A).

1.3.2 Proteinas.

El genoma del VIH codifica los genes gag, pol y env, quienes dan origen a
poliproteinas precursoras[12]. El precursor Gag de 55kd (Pr55%%9) se escinde
para dar origen a las proteinas matriz (MA), capside (CA), nucleocapside (NC),

y la proteina p6 [10, 12].
La auto-catalisis del precursor Gag-Pol de 160kd (Pr160%29"!) da origen a la

proteina proteasa (PR), a la retro-transcriptasa heterodimérica (RT), y a la
integrasa (IN) [10, 12].
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Mientras que la digestién proteolitica por enzimas celulares, convierten al
precursor Env de 160kd (gp160) en: glicoproteina de superficie gp120 (SU) y
glicoproteina transmembranal gp 41 (TM) [10, 12].

El genoma del VIH codifica las proteinas accesorias: Vif, Vpr, Tat, Rev, Vpu y
Nef. [12] Dichas proteinas son productos del empalmado (splicing) alternativo
del transcrito primario, es decir, no se originan a partir de una poliproteina
precursora.[10]. En la Figura 3 se muestran las diferentes proteinas que

constituyen la estructura del VIH maduro.

1.3.1 Ciclo de replicacion

La entrada del VIH-1 a su célula blanco es mediada por las glicoproteinas de
envoltura gp120 y gp41(Figura 3). Gp41 tiene una estructura trimérica y de
forma cilindrica [13]. El trimero consta de seis alfa hélices. Las hélices N-
terminal de cada subunidad, forman una estructura paralela de hélices
enrolladas en el interior del complejo, dicha estructura es formada gracias a
HR1 (heptadas repetidas®[14], por sus iniciales en ingles). Las hélices C-
terminal se localizan en el exterior del complejo, en éstas hélices se encuentra
HR2 [13].

3 Las hélices super-enrolladas generalmente poseen un patrén repetido de
aminoacidos llamada heptada repetida denominada abcdefg, donde las posiciones a
y g son tipicamente ocupados por aminodacidos hidrofdobicos, mientras que las

posiciones e y g son aminoacidos polares o cargados.
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Figura 3. Estructura de VIH, modificacion de [15].
Se ilustran las estructuras de las proteinas que conforman un virion de HIV-1 maduro. SU (gp120),
T™ (gp 41), MA (matriz), CA (capside), NC (nucleocapside), IN (integrasa), PR (proteasa), RT

(retrotranscriptasa).
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Gp41 forma un complejo con gp120 uniéndose, especificamente, a los bucles
expuestos del trimero de gp41. Gp120 consta de dos principales dominios: el
dominio “interior”, que contiene dos a-helices, 5 p-plegadas y varios bucles; el
dominio “exterior”, que contiene 6 p-plegadas rodeando a una a-helice, y
otras 7 p-plegadas [15]. A lo largo de la estructura de gp120 se encuentran 5
dominios variables (V1 a V5), los primeros cuatro dominios variables forman
loops anclados por puentes disulfuro formados por residuos Cys altamente

conservados [16].

A su vez, gpl20 interacciona con CD4 (Figura 4, punto 1), el cual es un
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, tiene un peso de 55kD y
es el mejor receptor celular que tiene el VIH-1. Sin embargo, para llevar a
cabo la fusiéon y entrada del virus, son necesarios dos correceptores
principales e indispensables en la infeccion de VIH-1. Dichos correceptores
tienen como funcion celular, ser receptores para quimocinas: CXCR4 y CCR5.
La afinidad para cada correceptor depende de la secuencia en la tercera
variable (V3) de gp120[17]. Al entrar al organismo, el virus depende de su

4118 para definir el tipo de célula que infectard en la etapa inicial de

tropismo
la infeccion. Los virus que utilizan el correceptor CCR5, por lo regular lo
utilizan a lo largo de la infeccién, mientras que los virus que utilizan CXCR4
generalmente emergen en el 50% de los individuos al final de la infeccion[19,

20].

Al unirse CD4 con gp120, se induce un cambio conformacional en gp120, de
manera tal que mejora la interaccion con el receptor de quimiocinas (Figura 4,
punto 2) [15], formando asi el complejo CD4-coreceptor-gp120, lo cual lleva

a la disociacidon entre gp41 y gp120. Tras ésta disociacion, gp41 sufre un

4 Se refiere a la capacidad del virus para establecer infecciéon en distintos tipos de

células CD4+, lo cual depende del uso de un correceptor.
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cambio conformacional, permitiendo que los péptidos de fusion N-terminal
hagan contacto y se inserten en la membrana celular[13]. La horquilla que se
forma a continuacion, promueve la fusién de las membanas, seguido por la

liberacidon de los nucleos virales dentro de la célula (Figura 4, punto 3).[21]

Una vez dentro de la célula, el nucleo viral pierde su recubrimiento, liberando
asi, el complejo de transcripcion reversa, el cual comprende: el genoma de
RNA diploide, el iniciador tRNA"S, RT, IN, MA, NC y Vpr (Figura 4, punto 4). El
complejo interactia con microfilamentos de actina, gracias a la fosforilacién
de la proteina MA, mediada por MAPK (mitogen activated protein kinase, por
su siglas en ingles). Esta interaccidén es necesaria para que se lleve a cabo la

transcripcién inversa (Figura 4, punto 5).

15
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VPU  Proteasa
o vpr RT /
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TRBP RNA pollll
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Figura 4. Ciclo de replicacion de VIH. Modificacion de [22]
Flechas pequefas indican la entrada viral e integracion de la replicacion. Flechas curvas indican la

etapa temprana de la replicacion. Flechas de doble punta indica la etapa tardia de la replicacion.
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La transcriptasa inversa(Figura 3), es una enzima multifuncional constituida
por un heterodimero que consiste en las subunidades p55 y p66[23]. Contiene
una ADN polimerasa que puede copiar a partir de un ARN o ADN, para formar
una cadena negativa de ADN>[24] y para sintetizar la cadena positiva de ADN,
respectivamente. También contiene una RNasa H, para la degradacién de ARN
tanto del hibrido ADN-ARN, asi como el cebador tARN [10, 23].

Posterior a la formacidon del ADN viral de doble cadena, se lleva a cabo la
insercion de éste al genoma celular (Figura 4, punto 7). Esta accién es

catalizada por la Integrasa viral (IN) (Figura 3), una proteina de 32Kd.

La actividad de la IN sigue una serie de pasos: (a) remueve dos nucleétidos
de los extremos 3 "de las secuencias “att” localizadas dentro de las regiones
U3 y U5 respectivamente, dejando un “hueco” de la forma 3 "CA, y por tanto,
dos nucleédtidos sobresalidos en los extremos 5 de cada hebra de ADN viral;
(b) después de la migracion al nucleo, la IN liga los extremos 3 "del ADN viral
al ADN celular, se desconocen los sitios exactos en los cuales se inserta el
provirus, sin embargo, hay estudios los cuales aseguran que se prefieren
sitios donde la cromatina es mds laxa para su facil replicacién. Esta ligacion
deja huecos vacios entre los extremos 5°del ADN viral y los 3 'del ADN
celular; (c) se concluye la integracion del provirus con la reparacién de dichos
huecos, llevando a wuna completa incorporacién covalente del ADN
proviral.[10, 15, 25]. Una vez integrado, los LTR funcionan como regulador de

la sintesis del ARNm.

> cadena negativa de ADN, es la secuencia de cadena sencilla que es complementaria

al genoma viral de ARN de un virus de cadena positiva.
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En el genoma celular, el LTR 5° funciona como otra unidad transcripcional
eucariota, éste contiene al iniciador®[24], a la caja TATA’[24] y a tres sitios
spl. Estas regiones ayudan a la holoenzima® ARN polimerasa 11°[24] a
ensamblarse en el sitio de iniciacién de la transcripcién. Algunas proteinas
reguladoras son procesadas co-transcripcionalmente y ayudan a la regulacion
de dicha transcripcion, por ellos son llamadas proteinas reguladoras de la

transcripciéon (Tat y Rev) (Figura 4, punto 10).

Los ARNm son traducidos ya sea en ribosomas libres o en ribosomas
asociados a reticulo endoplasmico, en el caso de las glicoproteinas y una vez
terminada la traduccién, todos los componentes del virion son ensamblados.
La proteina precursora gag-pol se asocia a la membrana celular, éste proceso

esta dirigida por la proteina Matriz (MA) (Figura 4, punto 12).

Como se menciond anteriormente la poliproteina gag, una vez escindida da

lugar a las proteinas estructurales MA, CA, NC y p6. Una de las principales

® El iniciador, también llamado Inr (Initiator), estd localizado entre las posiciones -3
y +5, se puede describir de manera general Py, CA Pys. Debido que el Inr tiene
pirimidinas (y) a los costados de CA.

’ La secuencia llamada “caja TATA” esta localizada regularmente a 25 pb aprox.
arriba del punto de inicio y tiene una secuencia consenso de -TATAA-.

8 Holoenzima es un enzima que estd compuesta por una proteina (apoenzima), y un
cofactor que puede ser un id6n o una molécula organica. En resumen, es una enzima
completa y activa cataliticamente.

 ARN polimerasa II, cataliza la transcripcion de ADN a ARN mensajero, estd
localizada en nucleo-plasma, tiene 12 subunidades y son agregados de mas de
500Kd. El dominio C terminal (CTD) es la subunidad mas grande, y consiste en
multiples repetidos (de 26 a 50 repetidos aprox.) de secuencias consenso de 7

aminoacidos .
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funciones de la nucleocapside (NC) o P7 (Figura 3), es la encapsidacion del
ARN gendmico dentro de los viriones maduros. El reconocimiento del genoma
del VIH ocurre mediante la interaccion de la NC y una secuencia de
aproximadamente 120 nucledtidos, localizada entre el LTR 5"y el codén de
iniciacion de Gag. Esta secuencia es conocida como elemento de

encapsidacion sitio W.

La glicoproteina Env es sintetizada de un ARNm bicistrénico'°[24] Vpu/Env. La
glicoproteina precursora Env o gp160, se traduce en ribosomas asociados a
Reticulo Endoplasmico (RE), donde es glicosilada. En seguida es transportada
al aparato de Golgi, donde gp160 es proteoliticamente escindida por enzimas
celulares, dando lugar a las glicoproteinas maduras gp120 y gp41, (también
lamadas SU y TM, respectivamente [10]. Una vez maduras, gp120 y gp41
forman una asociacion no covalente necesaria para su transporte a la
superficie celular en vesiculas secretorias. El mecanismo por el cual las
proteinas de envoltura son incorporadas al nuevo viribn aun no esta
completamente caracterizado, pero hay hipotesis de que se debe a una

interaccion con MA [10].

Ademas de las proteinas estructurales, de las enzimas y de las proteinas
reguladoras, el genoma del VIH-1 codifica diversas proteinas accesorias: Vif,
Vpu, Vpr y Nef, llamadas asi por que el virus puede ser cultivado en
laboratorio en ausencia de éstas. El factor de infectividad viral “Vif” interactla
con factores del hospedero durante el ensamblaje del virién, favoreciendo,
como su nombre lo dice, la infectividad viral. El factor del hospedero en

cuestion es identificado como el ADN citosina deaminasa APOBEC3G.

10| as secuencias policistronicas son aquellas que codifican para dos o mas proteinas,

es decir, un Unico ARNm se transcribe a partir de un grupo de genes adyacentes
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Vpr es una proteina de 96 aminoacidos que esta incorporada en altos niveles
dentro de las particulas virales. Se han reportado diferentes funciones:
a)estimula la expresién génica manejado por LTR y mejora la transcripcién de
genes celulares; b) promueve el transporte del PIC (complejo de
preintegraciéon) al nucleo; c) detiene a las células infectadas en la fase G2 del
ciclo celular; d) induce apoptosis; y €) modula la tasa de mutacién durante la
transcripcion reversa a través de la interaccion con el enzima uracil ADN
glicosidasa.

A\Y

La proteina del Virus “u” (Vpu) es una proteina relativamente pequefia,
multimérica, de 81 aminodacidos, es una proteina helicoidal de membrana.
Tiene una hélice trans-membranal y dos hélices cortas, anfipaticas®!, que
residen en el plano de la membrana como componentes de su dominio

citoplasmico [26].

La molécula viral Nef, es una proteina de 206 aminoacidos con el extremo N
terminal miristolada [27], se encuentra en citoplasma y predominantemente
asociada con la membrana plasmatica. Las funciones que se le adjuntan son:
a) regular negativamente la expresién de CD4!? de superficie; b) modular la
activacién de células T; c) y mejorar la tasa de crecimiento viral e infectividad
[10, 28].

11 Una molécula anfipatica es aquella que posee un extremo hidrofilico y otro

hidrofobico.

12.CD4 es el principal receptor viral en células T y del complejo principal de
histocompatibilidad I (MHC I)
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1.4 Historia natural de la infeccion.

A la serie de cambios y procesos fisiolégicos que ocurren en una persona
afectada sin tratamiento antirretroviral, se le denomina historia natural de la
infeccion. Se divide en tres etapas: aguda, crénica y SIDA. Cada una de estas

etapas se define por la cantidad de células T CD4+ y carga viral.

1.4.1 Infeccién aguda.

La infeccidon aguda se define como el lapso desde la primoinfeccién de un virus
fundador hasta el desarrollo de la respuesta de anticuerpos [29] (Figura 5). La
mayoria de los casos de infeccion de VIH en el mundo, son resultado de
transmisidon sexual, sin embargo, la transmisidn parenteral o transmision de
madre a hijo son bastante comunes [30]. A partir de la transmision del virus,
hasta la deteccidon de la primer copia de ARN viral en plasma, transcurre un

periodo de 10 dias aproximadamente, conocida como fase eclipse [31, 32].

Al final de la fase eclipse, en un periodo que va del dia 10 al dia 30
aproximadamente, se presentan diversos sucesos que dan lugar al “pico de la
viremia” (Figura 5). Al inicio de éste periodo, el virus o células infectadas por
el virus llegan a la circulacién linfatica gracias a las células dendriticas CD, que
a través de una lectina tipo C (DC-SIGN3*[33]), unen e internalizan al virus

dirigiéndolo hasta las células T activadas [34, 35].

13 DC-SIGN es una integrina no especifica para células dendriticas y que une a

ICAM3. Actia como un receptor de reconocimiento de patdégenos expresado en la

superficie de las células dendriticas inmaduras y participa en la iniciacién de la

respuesta inmune primaria
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El VIH se replica 6ptimamente en células T CD4+ de memoria, células que son
abundantes en el tejido linfoide asociado a intestino (GALT*, por sus siglas en
inglés)[36], de manera que la infeccion masiva ocurre en el GALT[37], donde
del 30 al 60% de células T CD4+ se convierten en células productivamente
infectadas, y la mayoria de éstas mueren dentro de los siguientes 4 dias.[38]
Asi alcanzan valores de replicacién aproximados de 107 copias de ARN/ml en

plasma (“pico de la viremia”).

Al mismo tiempo, se establece un reservorio de células T CD4+ de memoria
arrestadas, infectadas con VIH, permitiendo la integracién de provirus y una
replicaciéon competente. Sin embargo, éste reservorio latente no es
transcripcionalmente activo, asi que estan protegidos del efecto de terapia

antirretroviral y del atague del sistema inmunoldgico.[30, 39]

A partir del dia 30 hasta la semana 20 aproximadamente, la carga viral se
reduce a un valor minimo denominado “set point” (Figura 5) [34] de ~30,000
copias de ARN viral/mlI[30, 40]. El valor del set point resulta de un balance

entre la replicacion viral y la respuesta inmune[34].

14 GALT, se compone de tejido linfoide organizado (placas de Peyer y foliculos

linfoides solitarios), asi como un gran numero de linfocitos T de memoria activados

difusamente distribuidos a lo largo tanto de la lamina propia del intestino y del

epitelio.
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Figura 5. Historia Natural de la infeccion del VIH-1. Modificado de [41]
La gréfica correspondiente a los linfocitos CD4+ se ilustra con una linea negra, mientras que la carga

viral se ilustra con una linea gris.

1.4.2 Infeccion cronica

Desde la determinacion del “set point”, hasta la aparicion de enfermedades
clinicamente sintomaticas (Figura 5), se establece un estado viroldgico
cuasiestable (1-100,000 copias/ml [42]) conocido como fase crdnica de la
infeccion[30]. Este periodo es bastante prolongado y es caracterizado por ser
clinicamente asintomatico [43]. Durante este lapso, sigue activa tanto la
replicacién viral, como la destruccién de células T CD4+[37, 44]. Sin
embargo, aunque las células T CD4+ se pierden en promedio de 30 a 60
células/ml/ano, la cantidad de células T CD4+ puede permanecer estable por

varios anos.

1.4.3 Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida SIDA.
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En el momento en que la cantidad de células T CD4+ es menor a 200
células/ml, comienzan a observarse sintomas relacionados con infecciones
oportunistas. A éste periodo de inmunodeficiencia se le conoce como SIDA,
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Figura 5). Es llamado sindrome
debido a que la etapa final de la enfermedad se manifiesta con una gran

variedad de sintomas [44].

En ésta fase, también se observa una elevacién considerable y progresiva de
la carga viral en plasma, considerando que el tiempo de ciclo de replicacion es
en promedio 1-2 dias [42]. Entre las infecciones oportunistas mas comunes se
encuentran: candidiasis oral, tuberculosis, varicela zoster, reactivacion de
herpes simple, etc. Cuando la cantidad de células CD4+ es menor a 50
células/ml, aparecen infecciones indicativas de una profunda deplecidn de
células inmunes, como: reactivacion de citomegalovirus (CMV),

cryptosporidiosis, leucoencefalopatia multifocal progresiva [30, 42].

El tiempo promedio desde la seroconversion hasta la muerte en ausencia de
tratamiento antirretroviral, es de 9.8 afios, mientras que la expectativa de
vida a partir del desarrollo de SIDA es de aproximadamente 9 meses. Sin
embargo éste tiempo es ampliamente variable, ya que depende de multiples
factores virologicos, inmunoldgicos y genéticos. Ademads la terapia
antirretroviral ha cambiado radicalmente la progresion de la enfermedad [45,
46].

1.5 Respuesta Inmunoldgica contra el VIH
Las barreras fisicas tales como la piel, las secreciones mucosas, el acido
gastrico, y el efecto antagonista de la microbiota natural, son la primer linea

de defensa ante alguna infeccién, se consideran componentes de la inmunidad

innata [41]. Una vez que el VIH cruza las barreras fisicas, el sistema
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inmunoldgico comienza una avida y tenaz pelea de defensa contra el virus. En
éste intento, se ven involucrados diversos factores celulares y humorales, de

la inmunidad innata y adaptativa.

1.5.1 Respuesta Inmune innata celular.

Las células de la respuesta innata son las primeras en actuar en defensa del
organismo. Entre ellas se encuentran las células NK (por sus siglas en ingles,

Natural Killer), monocitos y células dendriticas.

Los componentes de la inmunidad innata reconocen estructuras caracteristicas
de patégenos, denominados patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs). Estos son reconocidos mediante receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), los cuales estan presentes en la superficie celular, en

vesiculas endosdmicas, y en el citoplasma.[47]

1.5.1.1 Toll-like receptor.

Los principales PRRs son una familia denominada TLRs (Toll-like receptors, por
sus siglas en ingles). Hay 11 tipos de TLRs diferentes, desde TLR-1 hasta TLR-
11. Cada TLR estda compuesto en su parte extracelular, por motivos ricos en
cisteina seguido por repeticiones ricas en leucina, mientras que en la parte
citopldsmica se encuentra un dominio TIR (Toll/IL-1 receptor, por sus siglas
en inglés) (Figura 6). Estos dominios TIR también se encuentran en las colas
citopldsmicas de los receptores de las citosinas IL-1 e IL-18 logrando
desencadenar una cascada de senalizacidon similar, la cual desemboca en la
produccién de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL.12);Quimiocinas
(IL-8, RANTES); moléculas de adhesion endotelial (E-selectina); moléculas
coestimuladoras (CD80, CD86); citocinas antivirales (IFN-a/B), entre otras
[47].
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Figura 6. Estructura de TLR. Modificacion de [47]

Los TLR1, 2, 4, 5, 6 y 11, se expresan en la superficie celular y reconocen
principalmente componentes de la membrana microbiana. TLR4 por su lado,
forma un complejo con MD2 y juntos sirven como el principal componente de
union de LPS [48]. TLR2 forma heterodimeros con TLR1 reconociendo péptidos
triacilados, o con TLR6 reconociendo lipopéptidos diacilados. TLR5 reconoce la

proteina flagelina, receptor presente en alta expresion en células dendriticas.
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Figura 7. Reconocimiento de PAMPs por TLR de superficie,modificado de [49]
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Mientras que los TLR3, 7, 8 y 9, se expresan en vesiculas intracelulares donde
se reconocen acidos nucleicos microbianos. TLR3 reconoce ARN de doble
cadena como el policitidil-poliinositol (poly(I:C))[50]. TLR7 reconoce derivados
de imidazoquinolina como imiquimod, y ARN de cadena sencilla, se expresa en
pDCs [51]. TLR8 reconoce el ARN de cadena sencilla [49, 52] y es muy
parecido a TLR7. TLR9 reconoce CpGs, motivos de ADN que son frecuentes en
bacterias y virus, y raros en células de mamiferos, se expresan en CDs[51].
Estos TLR se encuentran en RE y son llevadas al endolisosoma después de la

infeccion viral.

Células infectadas con virus Virus Bacteria

% o

Membrana plasmatica \ I 1
\ LJd
/I\
Endolisosoma &/ l \ l/
AN SN DNA
dsRNA ssRNA l \
0, / ol Proteasas
POY(IC) TS % g
dsRNA ¢ f*’“ TLR3 / TLR7 TLR9
r - - [
%JJW [1‘5]88 %Jyo
Autofagosoma
UNC93B1 TLRs
QIO v CIO) RFs QIO vxe CID) we7

'

Citocinas inflamatorias IFN tipo | Citocinas inflamatorias IFN tipo |

Figura 8. Reconocimiento de PAMPs por TLRs intracelulares, modificado de [49]

1.5.1.2 Monocitos.
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Los monocitos CD14+ son leucocitos circulantes que son recluidos en tejidos,
son precursores de células presentadoras de antigeno (CPA): macréfagos vy
células dendriticas [53, 54]. Tienen como funcidon principal la fagocitosis de
particulas patdégenas. Se activan por productos microbianos como el LPS y por
el IFN-y (producido por las NK). Dicha activacion lleva a la produccién de TNF
(factor de necrosis tumoral), IL-1 e IL-12, las cuales llevan a una respuesta
inflamatoria; ademas de ROS (especies reactivas de oxigeno) y Oxido nitrico,
lo cual lleva a la eliminacién del patdgeno fagocitado. Se ha visto que los virus
R5, que utilizan el correceptor CCR5, son dominantes en la fase aguda de la

infeccién [18].

Por otro lado, los macréfagos se consideran muy resistentes al efecto
citopatico del VIH-1, de manera que sobreviven mas tiempo para continuar
produciendo mas VIH-1. De manera que, el dafio masivo a los macrofagos
puede ser el factor clave de ultima instancia, que permite el cruce de la

infeccion viral, correlacionado con la progresion a SIDA [53].

1.5.1.3 Celulas Natural Killer.

Las células NK se definen como linfocitos CD3-CD56+[55]. Son un linaje
celular capaz de reconocer células infectadas o estresadas[47], al encontrarlas
se encargan de asesinarlas reconociendo las moléculas del MHC de clase I
[56]. Las células NK son expandidas y activadas en los primeros dias de
infeccion por HIV-1. Se activan por citocinas de la inmunidad innata como IL-
15 e IL-2, la IL-2 es producida por macréfagos y captada por las células NK,
éstas a su vez secretan IFN-y, el cual activa a macréfagos para eliminar al

virus fagocitado [47].
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1.5.1.4 Células dendriticas.

Las células dendriticas (CDs) inmaduras inician su papel protector del
sistema inmune innato, detectando microorganismos mediante estructuras
microbianas conservadas. Una vez que tienen contacto con un antigeno, se
activan como células dendriticas maduras, y se convierten en excelentes
CPAs, de esta forma migran hacia nédulos linfaticos con la finalidad de activar
a células T CD4+. El VIH-1 también infecta a CDs, sin embargo, se ha
demostrado que en presencia de las proteinas virales, Nef y Matriz, las CDs
plasmacitoides’® adquieren un fenotipo migratorio inmaduro, disminuyendo la
expresion tanto de las moléculas de MCH clase I y II, como de las moléculas
coestimuladoras CD80-CD86, facilitando asi el transito a nodos linfaticos, vy
obteniendo proteccidén ante la respuesta inmune [57, 58]. En contraste, se ha
descrito que después de la replicacion viral, las CDs son capaces de detectar
intracelularmente a las proteinas de la capside, cuya union con la proteina
CypA (1.3.2 mas atras), facilita la transcripcion del factor regulador de
interferén 3 (IRF3), promoviendo asi, la activacion de las CDs [59] y
produccién de interferén tipo 1 (IFN-1), el cual tiene una potente actividad
antiviral [47, 60].

1.5.2 Respuesta inmune adaptativa

Las células que estan involucradas en el sistema inmune adaptativo, son
linfocitos antigeno-especifico, son responsables de la especificidad y memoria,

caracteristicas de la inmunidad adaptativa. Hay diferentes subtipos de

15 Las células dendriticas plasmacitoides son un subtipo de células dendriticas,

presentes en sangre periférica y érganos linfoides.
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linfocitos, los cuales difieren en sus funciones y en sus proteinas producidas,

pero morfoldgicamente son muy similares: linfocitos T, linfocitos B [47].

1.5.2.1 Linfocitos T CD8+.

Los linfocitos T citotéxicos (CTL) se caracterizan por la molécula de superficie
CD8, se activan mediante su receptor TCR (receptor de células T) al
reconocer al antigeno en contexto de moléculas del MHC clase I, de la célula
presentadora de antigeno. Los linfocitos CD8+, tienen varios mecanismos
antivirales: muerte directa a células infectas mediante granzimas y perforinas;
induciendo muerte celular por apoptosis via (CD95) Fas-FasL; o mediante la
produccion de INFy [41, 61]. La citotoxicidad de éstas células se relaciona con
el establecimiento del “set point” [62]. Sin embargo, basta una sola mutacién
puntual situada en el epitope para abolir el reconocimiento del CTL. La
disfuncionalidad de CTLs se correlaciona con la progresion a SIDA [63]. La
activacion de los CTLs, conducen a la liberacién de factores solubles como: B
quimiocinas (RANTES), MIP1la (proteina inflamatoria de macréfagos 1a) , vy
MIP1B. Estas quimiocinas impiden la entrada del virus por competencia al

correceptor CCR5 y, promoviendo su internalizacion [41].

1.5.2.2 Linfocitos T CD4+.

Los linfocitos T CD4+ se activan al contacto con el antigeno mediante las
moléculas del MHC-II, de las CPAs. Una vez activadas, comienzan a producir
IL-2 con su respectivo receptor, propiciando asi su proliferacion. Es entonces
cuando comienza la diferenciacién en: linfocitos T reguladores (Treg) 16

linfocitos T de memoria, y linfocitos T efectores. Estos Ultimos se diferencian

18 Los linfocitos Teg desempenan un papel fundamental, manteniendo la tolerancia

en infecciones crénicas principalmente.
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dependiendo de las citocinas existentes en el ambiente: en presencia de IL-12
se diferencia a linfocitos T tipo 1 (Th1), favoreciendo la inmunidad mediada
por células; en presencia de IL-4 se diferencia en linfocitos T tipo 2 (Tn2),

favoreciendo la inmunidad humoral [41, 47].

En la infeccidon del HIV-1, hay perdida considerable de los linfocitos Tn1, por lo
que disminuye progresivamente la respuesta inmune celular, cambiando a una
respuesta tipo Th2 en la etapa mas avanzada de la enfermedad. Los linfocitos
Treg S€ encuentran aumentados, esto puede ser perjudicial al suprimir la
respuesta inmune virus-especifica o puede ser benéfico al limitar la activacion

inmune [64].

1.5.2.3 Respuesta humoral

La activacién de los linfocitos B, se realiza mediante el contacto de su receptor
de células B (BCR), con el antigeno. Dicho antigeno procesado se presenta,
mediante el MHC-II, a la célula T cooperadora previamente diferenciada en
respuesta al antigeno mismo. Tras su estimulacién, eventualmente el linfocito
B llegard a ser completamente maduro, plasmatico y productor de

anticuerpos. [65, 66].

El VIH-1 puede inducir la lisis de células B, apoptosis masiva, y pérdida del
50% de los centros germinales dentro de los primeros 80 dias de infeccién.
Mientras tanto, a las tres semanas de infeccién se encuentran anticuerpos IgM
especificos a la proteina viral gp41 no neutralizantes, por lo que no inducen
mutaciones virales de escape. Los primeros anticuerpos que inducen
mutaciones virales y que estan dirigidos contra virus autélogos, aparecen ~84

dias después de la infeccién[67].
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Algunos de los anticuerpos neutralizantes se unen al complejo receptor-virus
impidiendo el cambio conformacional necesario por gp41; Por su lado, gp120
es capaz de inducir anticuerpos neutralizantes y no neutralizantes[16]. Sin
embargo, las mutaciones de escape por parte del virus tardan, en promedio,
escasos 10 dias en aparecer. Por otro lado, la inmunidad humoral se
desregula provocando una paraddjica hiperactividad e hiporreactividad, lo cual
se refleja mediante hiperglobulinemia, plasmacitosis en medula 0sea,
expresion aumentada de moléculas de activacion en linfocitos B y disminucién
en la produccién de anticuerpos protectores [34, 41].

Por otro lado, existen proteinas celulares que se expresan y funcionan de
manera autdonoma para suprimir la replicacion del virus. Son llamadas factores

de restriccion o factores intrinsecos de resistencia.

1.6 Factores celulares que restringen la replicacién de VIH-1.

La disminucién en la replicacion viral en sus hospederos naturales, a menudo
se deriva de la accion de potentes proteinas codificadas por el mismo
hospedero, llamados “factores de restriccion” y son importantes componentes

del sistema inmune innato.

1.6.1 TRIM5a y TRIMCyp.

TRIM50 es una proteina citoplasmica de ~500 aminoacidos aproximadamente,
esta compuesta por los dominios RING y caja B en la parte amino terminal, el
dominio central se conforma de espirales super-enrolladas, y finalmente el
dominio carboxilo terminal PRYSPRY. En el dominio SPRY se encuentran
segmentos hipervariables (VI-V3), quienes determinan la seleccién de la
molécula que sera reonocida. Especificamente el segmento V1, ha mostrado

ser clave para el reconocimiento de la proteina capside del VIH-1[68].
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Algunas proteinas capside se unen a la proteina chaperona CypA, mejorando
la sensibilidad de VIH-1 a TRIM5a. Debido a eventos de retrotransposicion se
genera un gen quimérico entre CypA y TRIM5a, resultando una proteina de

fusion TRIMCyp, con potente capacidad de inhibicién ante el VIH-1[68, 69].

TRIMCypA se encuentra en estructuras dinamicas Ilamadas “cuerpos
citoplasmicos”, al encontrar un virus son reclutadas rapidamente y dirigen su
degradacién proteosomal, acelerando la fragmentacion de la proteina capside,
poco tiempo después de la entrada viral[70], alterando la arquitectura del
complejo de retrotranscripcion (CRT) y blogueando éste ultimo proceso [68,
71].

1.6.2 Teterina.

Teterina es una proteina transmembranal tipo II de un solo paso. Tiene un
anclaje a Ila membrana en su dominio amino terminal, y un
glicofosfatidilinositol (GPI) anclado en su dominio carboxilo terminal. La parte
extracelular forma una sola alfa-hélice, la cual adopta una estructura dimérica
superenrrollada con ayuda de enlaces disulfuro entre cisteina y cisteina de

cada teterina [68].

Uno de los modelos de accién de la proteina teterina, indica que el par de
dominios transmembranales se infiltran en la envoltura lipidica del virion
ensamblado, mientras las dos anclas con el lipido GPI permanecen en la
membrana celular. De esta forma el dimero de teterinas promueve que los
virus permanezcan atrapados en la superficie de la célula infectada

acumulandose en endosomas. Teterina se induce mediante interferén-a y hay
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evidencia que sugiere que el reconocimiento de los viriones por parte de

teterina no es especifica [68, 72].

Sin embargo, la proteina viral Vpu es la proteina antagonista de teterina [72].
Al parecer, Vpu colocaliza y coinmunoprecipita con esta proteina, provocando
su degradacion proteosomal [73], también puede disminuir la expresion de
teterina en la superficie celular, ya sea por retrasar su produccion a través de

la via secretora o causando su internalizacién [68].

1.6.3 Familia APOBEC.

APOBEC3 es una familia de proteinas con actividad citidin deaminasa, ésta
reaccion resulta de la edicidn post sintética de los residuos de citosina,
hidrolizandolos y dando lugar a residuos uracilo. De esta manera se altera la
secuencia nucleotidica[70], introduciendo una base no natural. Su relacién con
el VIH se descubrid en el intento de comprender la funcién de la proteina viral
Vif [68].

Todos los miembros de la familia contienen una o dos copias de un
caracteristico dominio deaminasa coordinado con zinc (el dominio Z). Consiste
en cinco cadenas B-plegadas, con cadenas o-hélice en los extremos vy
enlazados con bucles o loops; una constelacién de tres residuos de histidinas

o cisteinas coordinados a un ion Zn** y a un residuo de acido glutamico [68].

1.6.4 APOBEC3G.

“Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 3G” fue

conocida como CEM15 cuando Sheehy y colaboradores descubrieron que
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algunas lineas celulares (como HUT78 y CEM) que expresan actividad antiviral
contra VIH-1 deficiente de Vif (VIH-1 AVif) a éstas se les llamd células no
permisivas. Estas células tienen en comun, la expresion del gen CEM15 cuya
accion antiviral es antagonizada por Vif [74]. Este descubrimiento fue el
comienzo de una gran investigacion con el objetivo de entender un poco mas
la enfermedad que ha atacado a millones de personas. Asi, los primeros
ensayos in vivo corroboraron lo que Sheehy encontrd, que los niveles de A3G

se asocian inversamente con la viremia de VIH-1 [75].

Al igual que los demas miembros de la familia, A3G es una proteina con
capacidad de desaminar, especificamente desamina citidinas del ADN de
cadena sencilla[76]. Esto es posible ya que tiene dos dominios cataliticos. El
dominio Z carboxi-terminal, lleva a cabo la deaminacidon [77]; mientras el
dominio Z amino-terminal no tiene actividad catalitica. Sin embargo, esta
involucrado en la incorporacion de APOBEC3G a viriones de VIH recién

sintetizados, y es reconocido por Vif.

1.6.4.1 Estructura de APOBEC3G

El locus de ésta proteina se encuentra en el cromosoma 22[78] y se
caracteriza por tener, de manera intercalada, 5 cadenas B-plegada con 5 a-
hélices [79], de las cuales al, B3 y a-2 definen el motivo de coordinacion de
zinc que constituye el centro catalitico. En la Figura 9, la cadena sencilla de

ADN se ilustra con una linea roja punteada [70, 80]
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Figura 9. Estructura de A3G. Modificacion de [81]

A3G forma homo multimeros, y es empaquetada como oligdmero unido al
ARN. Aunque dicha multimerizacidon no parece ser indispensable pero si

necesaria para mejorar la actividad catalitica y la encapsidacién [82].

1.6.4.2 A3G se encapsida dentro de viriones de VIH-1.

En ausencia de Vif, APOBEC3G es empaquetado dentro de los viriones de VIH-
1 [83], mediante la interaccion entre el dominio Z amino-terminal de A3G y la
poliproteina p55°9 (esta accién es mediada por los primeros 11 aminoacidos
[84] del extremo N-terminal de la proteina NC [85]); mediante la interaccidn
con el ARN gendmico del VIH-1 [86, 87]; y mediante la interaccion con el 7SL

ARN'’ [88]; incluso interactiia con balsas lipidicas [89, 90].

17 Las particulas de ARN de reconocimiento de sefial o 7SL ARN, son componentes de
la particula de reconocimiento de sefal (SPR). Los SPR son ribonucleoproteinas
conservadas que dirigen el trafico de proteinas dentro de la célula y permiten que

sean secretadas.
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La incorporacién de solo 74 moléculas de A3G dentro de viriones VIH-1 AVif,
son suficientes para inhibir la replicacidon viral[91] en la siguiente ronda de
infeccién [92]. Es decir, los viriones nacientes interactuan con la membrana
de otra célula, introduciendo en ella su genoma viral y con él, a las moléculas
de A3G.

1.6.4.3 Hipermutacion viral

A3G es transferido a las células blanco mediante la subsecuente infeccién por
los viriones de VIH-1. Una vez dentro y mediante su interaccion con el
complejo de transcripcion inversa, A3G comienza a desaminar los residuos de
cisteina, en el orden 3'- 5°[93] de la cadena sencilla de cADN [94],
resultando en hipermutacién viral de G por A (guanina por adenina)[95] en la
cadena positiva, lo que provoca pérdida de la integridad genética viral [96].
Diversos estudios sugieren que A3G tiene cierta preferencia de desaminacion
por dinucleotidos de tipo 5°-CC.[97]. El dominio catalitico contiene el motivo
conservado H-X-E-(X)27-28-P-C-X5.4-C en el cual los residuos Histidina y
Cisteina estdn coordinados al Zn®* y el &cido glutdmico estd involucrado en el

lanzamiento de protones durante la reaccion de desaminacién (Figura 10) [82,

98].
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Figura 10. Mecanismo de desaminacion de A3G. Modificado de [98]
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El VIH-1 depende de una tasa de mutacidn optima, es decir, un gran
incremento en la tasa de mutacién (hipermutagenesis) puede evitar una
transmision estable de material genético a generaciones sucesivas
disminuyendo la adaptacién viral a niveles letales. En contrate, una
disminucion en la tasa de mutacion (hipomutagenesis) puede impedir la
capacidad del virus para resistencia evolutiva ante otras fuentes de presidn
selectiva y, por tanto, puede ser igual de perjudicial en la adaptacidon
viral[99]. La tasa oOptima de mutacion es modulada parcialmente por la
mutacidn producida por A3G, de manera que inhibiendo a Vif o aumentando la
actividad de A3G, los niveles de empaquetamiento aumentan y a su vez la
tasa de mutacidon, desencadenando niveles letales en la adaptacion viral
[100].

1.6.4.4 Actividad de A3G independiente de deaminasa.

La mutacidn, no es la unica actividad de A3G, ésto se demostré con
experimentos en los cuales se utilizaba mutante de A3G con el centro
catalitico inactivo[70], de manera que A3G se ve involucrada en una forma de
inhibicién viral no enzimatica. A3G tiene capacidad intrinseca para unirse al
ARN y al ssADN inespecificamente. Se une a los acidos nucleicos del iniciador
tARNLys impidiendo fisicamente la sintesis de la primera cadena de ADN, la
traslocaciéon de la transcriptasa inversa [101] a lo largo del ARN viral; impide
la elongacién de la transcripcion inversa [102, 103]; y al unirse a
componentes del complejo de preintegracion PIC [104], interfiere con su

integridad estructural impidiendo asi, la formacion de ADN proviral [105].
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1.6.4.5 Vif Inhibe la actividad de A3G.

Vif es un antagonista de la actividad de A3G, llevandola a su degradacion
proteosomal. Actua uniéndose, a través de su region N-terminal YRHHY[106]
a A3G[107], y reclutando al complejo celular ubiquitin-ligasa, el cual incluye a
la proteina Cull5, elongina B!®[108, 109], elongina C, RBx2, y al conjunto
enzimatico E2[110] (Figura 11). Para la interaccion con éste complejo
enzimatico se requiere formar dimeros, trimeros o tetrameros de Vif a través

del sitio de multimerizacién de Vif, localizado en el extremo C-terminal[111]
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Figura 11. Componentes del complejo para la poliubiquitinacion de A3G

Vif contiene un motivo altamente conservado llamado HCCH (H-Xs5-C-X17-18-C-
X3.5s-H) que interactia con Cul5. Los dos residuos de Cisteina contenidos en
éste motivo, son criticos componentes de los dominios llamados “dedos de
zinc”. ElI motivo HCCH junto con el motivo SLQ son indispensables para el
reclutamiento del complejo ubitiquin ligasa (Figura 12) [82], provocando la
poliubiquitinacion de A3G[112].

18 Mediante el motivo de Vif PPLP se une con Elongina B
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Figura 12. Motivos en Vif implicados en el ensamblaje del complejo ubitiquin ligasa.

Vif también puede contrarrestar la actividad antiviral de A3G, inhibiendo su
empaquetamiento[113-115], esto es mediante la induccién de complejos
multiméricos[116] de alto peso molecular (HMM, por sus siglas en inglés) de
A3G [83, 100, 117], forma que resulta enzimaticamente inactiva, sin
embargo, algunos investigadores afirman que incluso en esta forma, A3G
puede disminuir la produccién de virus[118]. De manera interesante, éstos
complejos HMM pueden ser convertidos en formas enzimaticamente activas de
bajo peso molecular (LMM, por sus siglas en ingles), mediante un tratamiento
con ARNasa A[83, 111, 119].

El tracto de polipurinas central (cTPP) en el genoma del VIH, evita el efecto
mutagénico de A3G, acortando el tiempo en que la cadena de cADN sea

sencilla, limitando asi la exposicién de su substrato de edicion.

1.6.4.6 Efectos secundarios de la actividad de A3G.

Aunque con poca frecuencia, se ha detectado que A3G puede contribuir a la
diversificacion de secuencia o cuasiespecies[120], y evolucion viral[121], ya

que se han encontrado virus hipermutados en individuos infectados por VIH.
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Esto se puede considerar como un beneficio viral, en contexto de escape
inmune, de resistencia a farmacos[122-125]; o generando mutaciones sin
sentido que resultan en la expresion de proteinas mal plegadas o truncas,
quienes se presentan como nuevos epitopes a las células T citotdxicas,

provocando un aumento en la paradédjica activacion inmune[126].

1.6.4.7 Regulaciéon de la expresion de A3G

La expresion de A3G es diferente en una célula permisiva a una no permisiva.
Existen diversos factores que modulan la expresién de A3G. La presencia de
VIH-1 aumenta la expresion de los TLRs [48], lo cual dispara la expresion de
IFN tipo 1 (TLR 3, 4, 7, 8, 9). IFN-1, es uno de los componentes de la
inmunidad innata que mejora significativamente la expresion de A3G en
células T CD4+ arrestadas [127], macréfagos y células dendriticas [51].
También aumenta la cantidad de A3G LMM, mejorando asi, la encapsidacion

[113] y por tanto la actividad antiviral.

Ademas, el andlogo de la cadena doble de ARN poly(I:C), aumenta Ia
expresion de A3G en células dendriticas via INF-1 y por ende inhibe la
replicaciéon del VIH-1[128]. IL-2, IL-15 e incluso IL-7 también mejoran la
expresion de A3G a través de las vias de sefializacién JAK y MAPK [129]. Las
proteinas de la familia NFAT'°[130] e IRF fungen como promotores para la

regulacion de la expresidon de A3G.[131]

19 Factor Nuclear de células T activadas. La familia NFAT consiste en 5 miembros

NFAT1-5, todas ellas tienen un dominio de unidon al ADN homodlogo a la familia de

factores de transcripcion NF-xp, éste dominio contiene secuencias que son

responsables de la localizacion nuclear
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Como se menciond anteriormente, los TLRs (1.5.1.1) son los principales PRRs,
sin embargo, existen los RLRs (RIG-I-like receptor) y los NLRs (Nod-like
receptors). Los RLRs se componen de tres miembros: Rig-I, Mda5 y LGP2.
Mientras los NLRs se componen de 20 miembros. Todos ellos tienen en comun

el aumento de la expresién de A3G via IFN-1.

La sefalizacion de TLRs se produce mediante dos vias: la via mediada por
MyD88 (Factor de diferenciacién mieloide 88, por sus siglas en ingles); y la via
mediada por TRIF (Toll interleukin-1 receptor (TIR)-domain-containing
adaptor inducing INF-B). Al inicio se causa la activacién del factor de
transcripcion NK-xB quien activa varios genes que contribuyen a reacciones
inflamatorias. Mas tarde causan la induccién de IFNs cuya estimulacién lleva a

las células a un estado antiviral[132]

2 ANTECEDENTES

Se han identificado sitios de hipermutacion de A3G en el genoma viral de
personas infectadas, lo cual indica que A3G puede escapar de la inhibicion
completa de Vif, esto puede deberse a, su expresion o actividad excesiva, a la
variacion alélica en genes de A3G[133] (aunque algunos estudios aseguran
que no hay relacién alguna entre polimorfismos de A3G y la progresion a
SIDA[134]).

Existe una cohorte de pacientes denominada LTNPs (Long-term
nonprogressor, por sus siglas en ingles), quienes son definidos como
individuos infectados con VIH-1, asintomaticos, en ausencia de tratamiento
antiretroviral y manteniendo una cantidad normal de células T CD4+. En
diversos estudios, se ha encontrado una correlacidon inversa entre A3G vy la

progresion de la enfermedad en pacientes LTNP [135, 136] y en Progresores
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tipicos[75, 137]. La misma correlacidon inversa se encontrd entre A3G vy la

I\\

carga viral en el “set point”[138]. En pacientes elite controladores, los cuales
se definen por tener una cantidad de células T CD4 normal y una carga viral
indetectable (<50copias/ml) en ausencia de terapia antirretroviral, también se
observd una correlacién inversa entre A3G y la progresidon de la enfermedad,

sin embargo no fue significativa [137].

Existen otras cohortes de personas en donde se ha buscado la importancia
bioldgica de A3G. En el 2010, Biasin y colaboradores realizaron un estudio en
la via de activacién de TLRs en individuos expuestos seronegativos, los cuales
se definen como individuos que a pesar de la constante exposicién al virus
siguen siendo seronegativos a la infeccién por VIH-1. Sus datos sugieren que
la estimulacién de TLRs en ESN resulta en la expresion de factores
inmunoldgicos que influyen en respuestas inmunes adaptativas antivirales

mas fuertes [139].

3 JUSTIFICACION

Debido a que aun no se ha establecido si existe un papel protector de A3G en
personas expuestas seronegativas o si esta implicado en la lenta progresion a
la enfermedad, nosotros estamos interesados en caracterizar la expresion de
esta proteina en las diferentes estirpes de las CMSP en estas cohortes de
personas. Por otro lado dado que la capacidad antiviral de A3G depende de su
expresion y que es necesario entender las cascadas de sefializacion que
desencadenan en el aumento de dicha expresion, en éste trabajo se analiza la
expresion de A3G en estas cohortes de pacientes y de las proteinas que
constituyen las cascadas de sefalizacion involucradas en la traduccion de esta

(TLRs, RIG-1 e IFN). Esto es con el fin de abundar en el conocimiento de dicha
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sefalizacion y pueda considerarse como blanco terapéutico para una probable

alternativa antirretroviral.

4 OBIJETIVOS

4.1 Objetivos generales

a) Caracterizar in vitro, la expresion del ARNm de APOBEC3G (A3G) en
diferentes estirpes celulares (linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y
células B) de sangre periférica en individuos expuestos seronegativos y
controladores de la infeccion. Conocer si moléculas andlogas al genoma

del VIH-1 son un estimulo para la mayor expresion de ésta proteina.

4.2 Objetivos particulares

1.- Obtener CMSP, con 6ptima viabilidad (80%), de muestras congeladas de 4
diferentes cohortes: expuestos seronegativos (ESN), controladores de la

replicacién (CT), Progresores tipicos (PT), y donadores sanos (DS).

2.- Obtener 4 estirpes celulares (linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos, y
linfocitos B), a partir de CMSP con alta pureza mediante la técnica de sort

acoplado a citometria de flujo multiparamétrica.

3.- Cuantificar in vitro la expresion de hA3G, asi como de diferentes genes
involucrados en la cascada de sefializacién de TLRs, en cada una de las
estirpes celulares en estado basal y con analogos de TLRs, asi como INF-a.

—— i



5 HIPOTESIS

Los individuos expuestos seronegativos tendran mayor expresion de la
proteina A3G que los individuos de las otras cohortes y dicha expresion se

vera aumentada con alguno de los estimulos utilizados.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Muestra de estudio.

Debido a que éste estudio fue retrospectivo?’, se utilizaron muestras
congeladas de células mononucleares de sangre periférica (CMSP), obtenidas
por el método de separacién por gradiente de densidad de ficol. Estas

muestras fueron criopreservadas a -180°C en nitrégeno liquido.

Se utilizaron cuatro diferentes cohortes de pacientes Tabla 1.

DS. Se definen como individuos VIH-1 seronegativos

PT. Se definen como individuos VIH-1 seropositivos y con una progresion
tipica de la infeccion.

CT. Se definen como individuos seropositivos quienes mantienen carga viral
indetectable y conteo de linfocitos TCD4+ mayor a 200 células/ml de
plasma por mas de 2 afios consecutivos.

ESN. Se definen como individuos que a pesar de la constante exposicién al

virus siguen siendo seronegativos a la infeccion por VIH-1

20 Un estudio retrospectivo es aquel estudio longitudinal en el tiempo, que se analiza

en el presente con datos del pasado.
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Tabla 1. Caracteristicas de la muestra
Cohorte
Donadores Sanos (DS)
Progresores Tipicos (PT)
Controladores (CT)

v o1 1 »n 3

Expuestos seronegativos (ESN)

Cada cohorte de pacientes es de n=5, y todas ellas fueron colectadas de la
cohorte de pacientes del Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas
(CIENI), Instituto Nacional de Enferemedades Infecciosas (INER), con

consentimiento informado de cada paciente.

6.2 Descongelacion de células.

Para la descongelacién de células es necesario llevar el siguiente
procedimiento: Retirar los viales del tanque con nitrégeno liquido y colocarlos
a 37°C el tiempo necesario para observar una pequeia porcion de hielo.
Colocar inmediatamente en 10ml de medio HUT (medio RPMI 1640 [Lonza®,
Biowhittaker], 10% suero bovino fetal, 1% de glutamina, 1% de
penicilina/estreptomicina) a 37°C, homogenizar suavemente y centrifugar
10min a 1500rpm. Desechar el sobrenadante y lavar una vez mas con 10ml
medio HUT a 37°C. Contar las células en una camara de Neubauer (HYCOR
kova®, California US), utiizando azul de tripano (Lonza® Biowhittaker,
Walkersville MS USA) como marcador de viabilidad. Dejar las células en medio
HUT a 37°C, a una concentracion de 3,000,000 células/ml de medio HUT toda
la noche, con las siguientes condiciones: 37° C con 0.5% de CO, y 10U de

DNAsa por ml de medio.
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De las células descongeladas de cada paciente, es necesario separar 4
estirpes celulares para su posterior estudio individual. Esto se logré mediante
citometria de flujo multiparamétrica acoplado a FACS (6.3.4). Esta técnica
necesita tomar en cuenta diversas consideraciones, entre ellas, la

compensacion de fluorescencia.

6.3.1 Citometria de flujo.

La citometria de flujo es un método automatizado de analisis de células,
donde las mediciones se realizan a alta velocidad. Los datos multiparamétricos
se correlacionan a cada célula, la precisidon estadistica es alta, las células se
separan con gran pureza a partir de mezclas heterogéneas para la
identificacion y analisis funcional. El citdmetro de flujo es un instrumento
avanzado capaz de medir tamafio relativo de la célula, dispersion de la luz o
complejidad interna, fluorescencia multicolor, es decir, emision y deteccién de
diferentes longitudes de onda [140, 141]. En este proyecto se utiliza el equipo
FACS Aria II (BD Bioscience™).

El citdbmetro de flujo se compone de tres sistemas: Fluidos, optico y

electrénico. Estos trabajan juntos para realizar las mediciones de las multiples

caracteristicas de cada célula (Figura 13).
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Sistema de Fluido

Sistema Electrénico

Computador

Sistema Optico

Figura 13. Esquema general de la composicion de un citometro de flujo.

6.3.1.1 Sistema de Fluidos.

La muestra es inyectada en el centro de un chorro de fluido que la envuelve
en la cdmara de flujo y esto hace que la muestra se mantenga en el centro
(principio de fluido laminar) y es enfocada para llevar la muestra hasta el
punto de interaccién con el laser. El sistema de fluidos es vital para que las
particulas se encuentren en suspension y lleguen de manera ordenada al

laser.

Figura 14. Enfoque hidrodinamico de la muestra en la celda de flujo.
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6.3.1.2 Tamahfo y granularidad celular.

Cuando el laser incide en la célula, la magnitud de una dispersién hacia
adelante (Forward scatter) es proporcional al tamafo de la célula se puede
utilizar para cuantificar éste pardmetro. La luz dispersada se cuantifica
mediante un detector que convierte la intensidad en un voltaje. Una barra de
blogueo llamada barra de oscurecimiento, se coloca delante del detector de
dispersion (Forward scatter), la barra de oscurecimiento impide que cualquier
luz intensa sea percibida por el detector. Cuando una célula atraviesa, la luz
del laser se dispersa alrededor de la barra de oscurecimiento y es percibida
por el detector Figura 15.A. La luz dispersada recibida por el detector se
traduce en un impulso de voltaje, de ésta forma las células pequefas
producen un pequefo impulso de voltage porque producen una pequeia
cantidad de dispersiéon hacia delante, es decir, la magnitud del voltaje

registrado para cada célula es proporcional al tamafo de la célula Figura 15.B.

Texto
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Tiempo Tiempo Tiempo

Figura 15. La dispersion de la luz es proporcional al tamafo celular.

En A) se ilustra como se lleva a cabo la deteccion de la dispersion (forward scatter). B) se ilustra la

proporcionalidad directa entre el tamafo celular y el impulso del voltage.
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Por otro lado cuando la célula pasa a través del laser, la luz también se
dispersa hacia todos los angulos. La luz dispersada en angulos mas grandes es
causada por la granularidad y la complejidad estructural dentro de la célula.
Esta luz dispersada de forma lateral (side scatter) esta enfocada a través de
un sistema de lentes y es recogida por un detector que se encuentra a 90

grados de la trayectoria del laser.

<

B

~\/
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Figura 16. La dispersion lateral del laser es proporcional a la complejidad celular.

En A) se ilustra la deteccion de la dispersion lateral (side scatter). B) La dispersion lateral es causada

por la granularidad y complejidad celular.

6.3.1.3 Fluorescencia

La fluorescencia es un término usado para describir la excitacion de un
fluoréforo a cierto nivel de energia seguido por el regreso de ese fluoréforo a
su estado fundamental, la energia de la luz emitida depende del nivel de
energia al que el fluoréforo fue excitado y esa luz tiene una longitud de onda

especifica y en consecuencia un color especifico.
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Una de las maneras mas comunes para estudiar las caracteristicas celulares
utilizando citometria de flujo implica el uso de un moléculas fluorescentes
tales como anticuerpos marcados con fluoréforos. En estos experimentos, el
anticuerpo marcado se afiade a las células y el anticuerpo se une a una
molécula especifica en la superficie celular o dentro de la célula. Finalmente,
cuando la luz del laser a cierta longitud de onda golpea el fluoroforo, una

sefal fluorescente se emite y se detecta mediante el clitdmetro de flujo.

Brillante

Tiempo Tiempo Tiempo

Figura 17. Unidn especifica de un antigeno a un anticuerpo con un fluorocromo

conjugado.
En A) se muestra la unién especifica de un antigeno a un anticuerpo con un fluorocromo conjugado
gue esta siendo excitado. B) Se ilustra que la cantidad de antigeno es proporcional al brillo emitido

por el fluordforo.

La luz fluorescente procedente de células marcadas, viaja en la misma
trayectoria que la senal de dispersion lateral, se dirige a través de una serie

de filtros que dara rangos de longitud de onda bien establecidos, la luz es

51




filtrada a los detectores apropiados donde es convertido a pulsos de voltaje

proporcional a la cantidad de fluorescencia emitida.
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Figura 18. Trayectoria de luz, desde la interseccion de la célula con el laser hasta los

detectores.

6.3.2 Controles de compensacion.

En el andlisis de citometria de flujo de dos o mas fluorescencias simultaneas,
es necesario establecer parametros de compensacién con objeto de eliminar el
solapamiento inherente de los espectros de emision, por lo que la medicion de

la fluorescencia emitida por cada uno es dificil.

El proceso de compensacion de fluorescencia calcula la cantidad de
interferencia que un fluorocromo tendra en un canal que no fue asignado para
medirlo, en la Figura 19 se ilustra éste fendmeno, siendo A y B dos

fluorocromos imaginarios medidos en el canal FL-1 y FL2, respectivamente. La
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sombra azul fuerte representa la parte de B que se sobrelapa en el canal FL-1;

la sombra roja es la parte de A que se sobrelapa en el canal FL-2 [141].

FL-1 FL-2

Fluorescencia

AN

/ ®

Figura 19. Compensacion de fluorescencia. Modificado de [141].

Longitud de onda

Para nuestro analisis, se utilizaron cinco fluorocromos diferentes, por lo que es
necesario compensar la fluorescencia de cada uno de ellos. Para ello, se
colocaron perlas recubiertas con un anticuerpo dirigido a Ig-G, denominadas
perlas positiva; y perlas sin anticuerpo o negativas en tubos falcon para
citometria. Posteriormente se afaden 2ul de uno de los anticuerpos con algun
fluorocromo acoplado que se utilicen en el analisis. Se incuban en oscuridad a
40C durante 15 min. Se realizan dos lavados utilizando 2ml de medio PBA y
centrifugando a 1500rpm durante 10 min. Se descarta el sobrenadante y las
perlas se resuspenden en 500ul de PBS. Se aplica el mismo procedimiento

para cada anticuerpo utilizado.

6.3.3 Tincion celular.

Para la tincidn, se colocaron 20X10° Células Mononucleares de Sangre
Periférica (CMSP) en un tubo falcon para citometria. Se lavan dos veces con
2ml de PBS (Buffer de fosfatos sin calcio ni magnesio, Lonza biowhittaker), y
mediante decantacién se deshecha el sobrenadante. Se resuspenden las
células en el PBS remanente (aproximadamente 50ul de PBS). Se colocan 1pl

de marcador de viabilidad AquaDye, se homogenizan suavemente e incuban
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en oscuridad durante 10min a temperatura ambiente. Posteriormente lavar
con 2ml de PBS centrifugando a 1500rpm por 10min en cada lavado. Se
deshecha el sobrenadante y colocar la cantidad de anticuerpo sefalada en
Tabla 2.

Tabla 2. Mezcla de anticuerpos necesarios para la tincion de células

Anticuerpo Fluorocromo Volumen (pl)
CDS8 PerCP-Cy5.5 5

CDh4 FITC 20

CD19 APC 20

CDh14 Pacific Blue 5

CD3 PE 20

6.3.4 Sorteo celular activado por fluorescencia (FACS, Fluorescence-
Activated Cell Sorting).

La citometria de Flujo y la separacidon celular, proveen mayor informacién y
métodos mas poderos, para el andlisis y de poblaciones celulares en
diferentes investigaciones. El poder analitico de la citometria de flujo se basa
en su capacidad de hacer mediciones cuantitativas y multiparamétricas en
numeros estadisticamente adecuados de células para definir las propiedades
de una poblacién celular. El FACS correlaciona las mediciones de la citometria
de flujo y son usados para definir un criterio de sorteo celular para futuros
trabajos [142].

Las células son procesadas diferencialmente mediante fluorescencia,

regularmente utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos, posteriormente
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son incorporadas dentro de una pequefa corriente de fluido iluminado por un

rayo laser. Las células pasan secuencialmente a través del rayo laser, y la luz

fluorescente de las células dan lugar a senales eléctricas. La corriente se

divide en una serie de gotas de tamafo uniforme debajo del laser. Las sefales

celulares se utilizan para dar cargas electrostaticas apropiadas a las gotas

que contienen a las células. Las gotas que han pasado entre las dos placas

cargadas, son desviadas a un contenedor apropiado (Figura 20). El sistema ha

demostrado capacidad para proporcionar fracciones con gran numero

células viables enriquecidas en un tipo funcional particular [143].
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Figura 20. Separacion Celular Activada por Fluorescencia, FACS. Modificado de

[142].

55



El panel utilizado en éste trabajo (Tabla 2), esta diseflado para una separacion
de cuatro vias o estirpes celulares (CD4+, CD8+, CD19+, y CD14+). Una vez
separadas, cada estirpe celular, se coloca en una placa de cultivo de 96 pozos.
A una densidad de 150,000 células/150ul de medio de cultivo HUT (1,000
células/pl) [144].

6.3.5 Enriquecimiento de monocitos

Debido a que utilizando FACS se obtuvo una muy pequefa cantidad de células
CD14+, se recurrié a un método de enriquecimiento de ésta misma estirpe

celular.

En un frasco de cultivo, se colocaron 15ml de medio LCM (medio DMEM,
100u/ml penicilina/estreptomicina, 10% de plasma humano heparinizado) y
se incuban a 37°C durante 30min. En tubo falcon de 50ml, se resuspenden
20X10° de CMSP en 10ml de medio LCM. Una vez resuspendidas las células,
se trasvasaron al frasco de cultivo, con el medio LCM previamente calentado.
Las células se incubaron a 37°C, con 5% de CO,, y 85% de humedad toda la

noche.

Al dia siguiente, se desech6 el medio LCM del frasco de cultivo, con cuidado de
no despegar la pelicula de células adheridas a la parte inferior del frasco. Se
lavd dos veces la pelicula de células con 10ml de medio HUT, con el fin de
quitar las células no adheridas. Se adicioné 10ml de PBS con EDTA 5mM en
frio y se incubd 20min. Se despegaon las células adheridas y se transferieron
a un tubo falcon de 50ml, se centrifugaron a 1500rpm durante 10min. Se
colocaron 150,000 células en 150ul de HUT, en cada pozo de la placa de 96

pozos utilizada en la separacién por FACS.
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6.4 Ensayos con células mononucleares de sangre periférica

Con la finalidad de tener un panorama mas amplio del comportamiento de las
células, en el caso en que interactien entre ellas, éste estudio también conto
con ensayos hechos con células mononucleares de sangre periférica (CMSP).
Para éstos ensayos se colocaron 2X10° células en 1ml de medio HUT, en
placas de 24 pozos, bajo las mismas condiciones que las células separadas por
FACS.

6.5 Estimulacion celular.

Se realizaran diferentes ensayos de estimulacion para cada una de las estirpes
celulares separadas por FACS. Las moléculas estimulantes que se utilizaron

fueron las siguientes:

ssRNA40 (InvivoGen, USA). Es un oligonucledtido de cadena sencilla de ARN,
rico en GU. Estd acomplejado con el lipido catidonico LyoVec™ para protegerlo
de la degradacion y facilitar su absorcién. En los complejos con lipidos
catidnicos, ssRNA40 puede sustituir a los ARN virales en la induccidon de
producciéon de TNFa e IFNa. En células humanas, TLR8 [52] ha demostrado

ser el receptor principal de ssRNA40 [145].

ssRNA41 (InvivoGen, USA). Es oligonucledtido de cadena sencilla de ARN. Se
deriva de ssRNA40 reemplazando los nucleédtidos U por A. Al igual que
ssRNA40, se encuentra acomplejado con el lipido cationico LyoVec™. Sin
embargo, a diferencia de ssRNA40, ssRNA41 es incapaz de inducir la
produccién de IFNs, por lo que puede ser usado como control negativo de
ssRNA40 [146].
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Poly(I:C) (InvivoGen, USA). El acido poliinosilico-policitidilico, es un analogo
sintético de una cadena doble de ARN e induce respuesta inmune innata
iniciada, tanto por los receptores tipo Toll (TLRs) y los receptores de RIG-I
(RLRs) [147].

Imiquimod (InvivoGen, USA). Es una amina imidazoquinolina analoga de
guanosina. Es un modificador de la respuesta inmune, con potente rspuesta
antiviral indirecta. Induce la produccién de citosinas como IFNa, y activa el
TLR7, ésta activacion es dependiente de MyD88 y conduce a la induccion de la
transcripcién de NF-kB [148, 149] .

IFNa (plb interferonsource, USA). Es una glicoproteina de la clase de las
citosinas. Tienen actividades antivirales, antiproliferativas e
inmunomoduladoras. La cascada de sefalizacion principal, inducida por el
interferén es la via JAK1-STAT. La activacién de ésta via conduce a una mayor
expresion de genes cuyos productos, protegen a la células de la infeccidn
viral.[150]

LPS. El lipopolisacarido son polimeros, constituidos por una parte lipofilica de
acidos grasos y una parte hidrofilica de oligosacaridos, ésta ultima, se
encuentra en la membrana externa de baterias Gram negativas, formando
una capa protectora contra moléculas lipofilicas. El VIH dafan el GALT (tejido
linfoide asociado con intestino), provocando mediante la inflamacion, el
sindrome de intestino permeable. Los niveles altos de LPS en sangre son una

sefial del sindrome de intestino permeable.

Las concentraciones utilizadas en éste estudio se muestran en la
Tabla 3. Las células fueron puestas en contacto con los estimulos
correspondientes, en ensayos independientes, es decir, no hubo mezclas de

estimulos en ningln ensayo. La estimulacion celular se llevé a cabo durante 6
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horas. Para el control de reactivos, se colocan las células en la misma cantidad

e iguales condiciones, sin estimulo alguno.

Tabla 3. Concentraciones necesarias por estimulo.

Estimulo Concentracion
SsRNA40 2.5ug/mli
SsRNA41 2.5ug/ml
INF-o 1000 U/ml

LPS 1.0pg/ml

Poly (I:C) 10pg/ml
Imiquimod 1.0pg/ml

En el caso de CMSP, solo fueron estimuladas con IFNa (a la concentracion

establecida en la

Tabla 3 ), y el control de reactivos (Sin Estimulo). Se utilizaron 2X10° de

CMSP para cada condicion.

6.6 Lisado de células.
Transcurrido el tiempo de estimulacion, fue necesario extraer el ARN de las
células de cada ensayo para su posterior analisis de expresion. Por ello es
necesario lisar dichas células, para ello se utilizan dos diferentes técnicas,

dependiendo de la cantidad de células en el ensayo (150,000 6 2X10° células).

6.6.1 Lisado en placa de 96 pozos (150,000 células por ensayo).

Para quitar el estimulo de las células, fue necesario centrifugar la placa de 96
pozos a 2,500rpm durante 10min, y con una aceleracion y frenado medios.

Una vez formada la pastilla de células, se aspiré todo el medio, manteniendo
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las células intactas. Para éstas células, se utiliza el Kit Cell Lysis (ROCHE). Fue
necesario preparar el agente de lisis como se indica en la Tabla 4 y afiadir
40ul a cada uno de los pozos de la placa. Incubar 5min a temperatura

ambiente.

Tabla 4. Modo de preparacion del agente de lisis para una reaccion.

Agente 1X(ul) Concentracion
Final

Amortiguador de 39.5 1X

lisis

Inhibidor de 0.5 20U

RNAsa

Volumen total 40

6.6.2 Lisado de células mononucleares de sangre periferica (2X10° células),

extraccion y purificacién de ARN.

Las células se transfierieron a un tubo eppendorf para microcentrifuga de
1.5ml y éste es centrifugado a 1,500rpm durante 10min. Se extrajo el
sobrenadante con ayuda de una micropipeta. Con ésta cantidad de células se
utiliza el Kit RNeasy® Mini (QIAGEN, México). Se debe afiadir 600ul de buffer
de lisis (10ul de B-mercaptoetanol por cada ml de amortiguador RLT). Se
mezclé con 600pul de etanol al 70% (con el fin de precipitar dcidos nucleicos),
se homogenizd y se pasoé a través de una columna con membrana a base de
silica, lo cual provee propiedades de unién selectiva con el ARN. Se
centrifugaron a 10,000rpm por 1min. A continuacién se hicieron diferentes
lavados, uno es utilizando 700ul de amortiguador RW1 y dos mas con 500ul
de amortiguador RPE. Por Uultimo, se eluyen los acidos nucleicos que

permanecieron adheridos a la membrana con 30ul de agua libre de ARNasa.
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6.7 Cuantificacion de acidos nucleicos.

La cuantificacion de acidos nucleicos, soélo se realizd para las CMSP. Dicha
cuantificacién se llevé a cabo en el espectrofotémetro NanoDrop™ ND-1000, el
cual mide desde 1pl de muestra con alta precision y reproducibilidad,

mediante una tecnologia patentada que utiliza la tension superficial [151].

6.8 Sintesis de cADN?! por RT-PCR punto final

Después del lisado celular y purificacién de ARN (en el caso de las CMSP). Fue
necesario sintetizar la cadena sencilla de ADN complementaria al ARN. Este
procedimiento es distinto entre los diferentes ensayos, dependiendo del

método de lisado y extraccién de ARN.

6.8.1 Células separadas por FACS (150 000 células)

Para éstos ensayos, se utilizara DNAsa termolabil (incluido en el Kit Cell Lysis
(ROCHE) vy el Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (ROCHE). La Tabla
5, muestra las cantidades necesarias para una reaccién. Esta reaccion de RT-
PCR se llevd a cabo mediante la técnica de punto final utilizando un

termociclador.

21 cADN es un ADN monocatenario complementario a un mARN, sintetizado a partir

del mARN por transcripcidn reversa. Puede ser utilizada como plantilla para sintetizar

una cadena de ADN de doble cadena correspondiente a la informacion de mARN

original.
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Tabla 5. Mezcla de reaccion para sintesis de cADN, para las células separadas por
FACS.

1X (ul) Conc. final
Agua PCR 8.5
Iniciadores hexameros aleatorios 2.0 60uM
Amortiguador “"Transcriptor” 4.0 1X
Inhibidor de ARNasa 0.5 20U
Deoxynucleotidos 2.0 1mM
DNasa termolabil 0.5 1U
Transcriptasa reversa 0.5 10U
ARN muestra 2.0
Volumen total 20

Las condiciones necesarias para la reaccién de PCR punto final se ilustra en la

Figura 21Figura 21

85°C; Bmin

80 -

=]
o
1

55°C; 30min

Temperatura (°C)
&
1

29°C; 10min

N
o
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Figura 21. Condiciones de reaccion para PCR punto final de la sintesis de cADN para

células separadas por FACS
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Se ilustran las temperaturas y tiempos necesarios para la sintesis de cADN. En primer lugar se lleva a

cabo la alineacién de los iniciadores (29°C, 10 min); en seguida tiene lugar la elongacion de la cadena

(55°C, 30 min), y finalmente se inactiva la enzima trascriptasa inversa (85°C, 5 min).

6.8.2 Células Mononucleares de Sangre Periférica (2X10°M células).

Estas células después de ser lisadas, se les extrajo, purificd y cuantificd el
ARN. Este Ultimo serd utilizado para la sintesis de su cadena de ADN
complementaria. Esto se realizd con una concentracién definida de ARN en
todos los ensayos. Es decir, en la mezcla de reaccidon se colocd el volumen

necesario para obtener 100ng de ARN.

Para éste procedimiento se utilizé el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis (ROCHE). La mezcla de reaccidn se muestra en la Tabla 6. Con el
proposito de evitar la formacion de estructuras secundarias, se desnaturalizan
las posibles uniones del ARN con los iniciadores y enseguida se realiza un
chogque térmico a 4°C aproximadamente (con hielo), en éste momento se
coloca el resto de los reactivos incluyendo el enzima. Las condiciones de

reaccion de la PCR se ilustran en la Figura 22.

Tabla 6. Mezcla de reaccion para sintesis de cADN para CMSP.

1X (pl) Concentracion Final
Iniciadores hexameros 2.0 60.0uM
aleatorios
ARN muestra Variable 100ng
Agua grado PCR cbp
Volumen total 13.0
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1X (pl) Concentracion Final
Amortiguador de reaccion 4 8mM MgCl,
Protector inhibidor de 0.5 20U
RNasa
Deoxinucleotidos 2.0 1.0mM
Transcriptasa reversa 0.5 10U
Volumen Final 7
85°C; Smin
Enzima 3 3
280 H
165°C; 10min
el
80 T 55°C; 30min
S v
o \
g A
= 3 ;
20 -1 25°C; 10min
4
i |
Tiempo (min)

CMSP.

transcriptasa inversa (85°C, 5 min).

Figura 22. Condiciones de reaccion para PCR punto final de la sintesis de cADN para

Se ilustran las temperaturas y tiempos necesarios para la sintesis de cADN. En primer lugar se
desnaturalizan las posibles uniones entre el ARN y los iniciadores, posteriormente se da un choque
térmico a 4°C con hielo, todo esto para evitar posibles estructuras secundarias en el ARN, en éste
momento se coloca la enzima. Posteriormente se permite la alineacion de los iniciadores (25°C, 10

min), seguido de la elongacién de la cadena (55°C, 30 min) y por ultimo se inactiva la enzima

Todos los cADNs, tanto de CMSP como de células separadas por estirpe, se

almacenaron a -80°C, hasta su utilizacién para determinacion de la expresion

génica.
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6.9 Deteccidn de la expresion génica.

La deteccion de la expresion de cada gen evaluado, se realizd6 mediante PCR
en tiempo real (Real Time-PCR) en la plataforma BioMark™HD System
(Fluidigm®) la cual ofrece capacidad para realizar 9216 reacciones de RT-PCR
de forma cuantitativa en un solo experimento. Dicha plataforma utiliza la
tecnologia de “circuito integrado de fluidos”, la cual permite minimizar los
pasos en la manipulacién de reactivos, con excelente regulacion en la mezcla
de reaccion. Esto se logra mediante un proceso de fabricacion llamado
Litografia blanda en multicapa (MSL®, multilayer soft lithography), ésta

valvula esta registrada como “Valvula Nanoflex™.

6.9.1 Valvulas Nanoflex™

Esta técnica permite producir microvalvulas, las cuales son el componente
principal que permite controlar liquidos dentro de un chip. Esto ocurre cuando
un canal de flujo y un canal control se cruzan, si el area de interseccién es
suficientemente grande, entonces se crea una valvula [152, 153]. Las
membranas delgadas que separa los dos canales se desvian dentro del canal
de flujo cuando el canal control estd presurizado, creando un sellado completo
en el canal de flujo. En la Figura 23 se muestra una tipica valvula en su estado
abierto 23.A y cerrado 23.B [153].
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anal de fluj

Figura 23. Microvalvula NanoFlex™.

A )Vélvula en su estado abierto; B) Valvula en su estado cerrado.

6.9.2 Circuitos integrados de fluidos.

El arreglo dindmico de circuitos integrados de fluidos, ofrece un buen nivel de
eficiencia y rendimiento para aplicaciones de PCR, ya que disminuyen el

numero de pasos requerido por pipeteo de hasta 100 veces.

Los circuitos integrados de fluidos tienen, en el chip, una red de canales de
microfluidos, cdmaras y valvulas que ensamblan reacciones individuales de
PCR (Figura 24).

Figura 24. Arreglo dinamico IFC
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Los ensayos de expresion se realizaron con el protocolo de “ciclado rapido”, es
decir, con una rampa de temperatura de 2°C/s. El uso de éste protocolo

requiere el uso de EvaGreen y Rox como colorantes.

Para incrementar el numero de copias de ADN blanco, se utiliza una
amplificacion blanco especifica (specific target amplification, STA). En la Tabla
7 se muestra la mezcla de reaccion necesaria para una amplificacion STA,
donde el componente TagMan es una mezcla de dNTP, enzima, etc.
(proporcionada por el proveedor); La mezcla de cebadores a 500nM contiene
los iniciadores directo y reverso necesarios para cada uno de los genes
evaluados. En la Figura 25 se muestran las condiciones necesarias para llevar

a cabo la amplificacién STA.

Tabla 7. Mezcla de reaccion STA

Componente Volumen/Reaccion Volumen para 96

(ul) reacciones + 10% de

exceso (pl)

TaqMan 2.5 264
Mezcla de cebadores 0.5 52.8
500nM

Agua grado PCR 0.75 79.2
cADN 1.25

Volumen total 5.0
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Figura 25. Condiciones de reaccion para la Amplificacion STA.

Se ilustran las temperaturas y tiempos necesarios para la amplificacion STA. En primer lugar se

incuba la enzima (95°C, 10 min), enseguida se comienzan 14 ciclos de alineacion (95°C, 15 seg) y

elongacion (60°C, 4 min).

Con la finalidad de quitar los iniciadores que no se acoplaron, se realiza un

tratamiento con Exonucleasa (Exo I).Para ello, se debe diluir la Exo I a 4U/ul

mediante la mezcla de reaccion ilustrada en la Tabla 8.

Tabla 8. Mezcla de reaccion con Exo I

Componente Por 5pl de muestra
(ul)

Agua grado PCR 1.4

Buffer de reaccion 0.2

ExoI (20U/ul) 0.4

Volumen total 2

96 muestras con exceso
(ul)

168

24

48

240

De la mezcla anterior se afade 2ul de la Exo I (4U/ul) a cada reaccidon STA, se

centrifugan y se colocan en un termociclador con las caracteristicas de la

Figura 26.
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Figura 26. Condiciones de PCR para el tratamiento con Exol.

Se ilustran las temperaturas y tiempos necesarios para el tratamiento con Exol. En primer lugar se

incuba la enzima (37°C, 30 min), enseguida se activa la exonucleasa (80°C, 15 min).

El producto final debe quedar una dilucion (1:5) respecto a los 5ul de reaccion
STA, por tanto, a los 7ul (reaccion STA + Exol), se le agregan 18ul de
solucién amortiguadora TE (Tris?? 10mM, EDTA 1.0mM, pH 8.0).

6.9.3 Preparar la mezcla de muestras.

Por ultimo la solucion de muestras que se obtuvieron en el paso anterior, se
mezcla con el colorante de union al ADN, y con los reactivos necesarios para
llevar a cabo una reaccién de PCR tiempo real (Mezcla maestra 2X). En la
Tabla 9, se muestra en recuadro azul la Pre-mezcla necesaria para la solucidn

final.

22 Tris es el nombre abreviado del compuesto orgdnico conocido como
tris(hidroximetil)aminometano, es una amina primaria. Generalmente se utiliza para

preparar disoluciones tampon.
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Se deben alicuotar 3.3ul de la pre-mezcla y afadir 2.7ul de las muestras

tratadas con STA y Exol.

Tabla 9. Mezcla para preparar las muestras

Componente Mezcla por reaccion Volumen por Volumen para un IFC
(ul) reaccion con exceso de 96 x 96 ensayos
(uh) (uh)
Mezcla Maestra (2X) 2.5 3.0 360
Agente con el 0.25 0.3 36
colorante
(EvaGreen)
Muestra STA tratada 2.25 2.7
con Exo-I
Volumen total 5 6

Se mezcla con vortex por 20 seg, y se centrifuga por 30 segq.

6.9.4 Preparando los ensayos.

Se debe diluir los stocks de iniciadores (directo y reverso) 100uM, de cada

ensayo a una concentracion final de 5uM:

Tabla 10. Mezcla de reaccion para preparar los ensayos.

Comonente Volumen por reaccion Volumen para 50l de
() Stock (ul)
Solucion para cargar 2 25

ensayos (2X)

Buffer de suspension de 2.25 22.5
ADN

Iniciadores (directo y 0.25 2.5
reverso)100uM

Volumen total 5 50

70




Se mezclaron mediante vortex por 20 seg, y se centrifugaron por 30seg.

6.9.5 Carga del arreglo dinamico IFC.

Se inyectod el fluido de la linea de control en cada “acumulador” del Chip vy
pasar al equipo: IFC controller HX. Esto es con la finalidad de distribuir el
fluido.

Enseguida, se pipetea 5ul de cada ensayo y 5yl de cada muestra dentro de
sus respectivas entradas en el chip. Una vez cargadas las muestras y ensayos,
se paso al IFC controller HX y se comenzé el programa para “cargar la

mezcla”.
Una vez que las muestras y los ensayos fueron mezclados, se coloca el chip

en el equipo BioMark HD System, y se selecciona el programa que se ilustra

en la Tabla 1.
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Tabla 11. Condiciones de reaccidn para la deteccion de expresion génica.

Segmento Tipo Temperatura
(°C)
1 Mezcla Térmica 2400
60
2 Inicio 95
(temperatura
alta)
3 PCR (30 cliclos) 96
60
4 Curva de 60
temperatura de
fusion
60-95

6.10Analisis estadistico.

19C/3s

5.5
30
60

20

Duracion (seg) Velocidad en la

rampa de
temperatura

(°C/s)
5.5

5.5

5.5
5.5

Los valores de Ct fueron tratados segun Kenneth J. Livak, en su articulo

nombrado “Analysis of Relative Gene Expression Data Using Real-Time

Quantitative PCR and the 2% CT Method”, con la finalidad de tener el valor de

expresion relativa de los genes amplificados.

Una vez obtenidos los valores de expresidon relativa (N-FOLD), se realizd la

prueba estadistica t de Student para conocer las diferencias significativas de

expresion entre los diferentes grupos de pacientes y estirpes celulares.
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7 RESULTADOS

7.1 Separacion de las diferentes estirpes celulares a partir de CMSP

mediante citometria de flujo y enriquecimiento en cultivo.

Para caracterizar la expresion de las proteinas A3, asi como las vias de
reconocimiento y sefalizacion implicadas en su expresién, se separaron las
principales células sanguineas y se cuantifico el ARNm de los diferentes genes.
Se separaron 4 estirpes celulares (CD4+, CD8+, CD14+, y CD19+) de CMSP
de las diferentes cohortes estudiadas, se empled el siguiente analisis de
citometria de flujo (Figura 27). Con las poblaciones ya identificadas, se

prosiguid a separarlas en tubos.
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Figura 27. Ejemplo del analisis de citometria de flujo multiparamétrica para la
identificacion de 4 estirpes celulares (CD4, CD8, CD14 y CD19)

A) Se escogieron las células unicas en base a pardmetros de tamano celular, FSC-H vs FSC-A . B) Se
escogieron las células vivas. C) Se selecciona la morfologia de linfocitos y monocitos con ayuda de los
parametros tamafo y granularidad (SSC-A vs FSC-A). D) Se diferencian las células CD3+ de las CD3-
(SSC-A vs CD3). E) De las células CD3+ se seleccionan las células CD8+ y las CD4+. F) Por otro

lado, de las células CD3- se seleccionan células CD14+ y CD19+.

Se calculd la pureza de las células separadas, para cada una de las
poblaciones seleccionadas. Para ello solo es necesario adquirir en el citometro

de flujo las células ya separadas, donde se puede apreciar que tanta
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contaminacién de otras estirpes celulares hay en dicha separacidon. En la
(Figura 28) se muestra un ejemplo de las purezas obtenidas para cada estirpe

celular.

1
1

5 5.
A" B":
] CcDs+ ] cDs+
1 0 1 o 94.4
tases 10 = i
CD4+
103 97.6 10 73 CD4+
3 3 0
33 3z
-10 : -10
' | RN R A e | L Rl | L) LT ' LN R | R | Ly il | L) LT
3 0 3 4 5 3 0 3 4 5
-10 10 10 10 -10 10 10 10
CD4 CD#
C 5_| CD19-,CD14+ CD19+,CD14+ D 5_| CD19-,CD14+ CD19+,CD14+
10 = ga7 0 10 Zo 0
4
10 2 10 2
3
107 < 107 =%
< CD19-,CD14- CD19+,CD14- < CD19-,CD14- CD19+,CD14-
40 5103 0 4o 5594 94.1
| L R R B | DS WL | LU R ' LR R R O | DS R | L R
30 3 4 5 30 3 4 5
-10 10 10 10 -10 10 10 10
CDI19 CDI19

Figura 28. Ejemplo de la determinacion de pureza de las células separadas

A) Gréafico que representa la pureza de las células CD4+ (97.6%). B) Grafico que representa la pureza
de las células CD8+ (94.4%). C) Pureza de las células CD14+ (89.7%). D) Pureza de las células
CD19+ (94.1%).
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Se obtuvo una alta pureza en cada estirpe celular separada por FACS, lo que
nos permite tener confiabilidad en los resultados posteriores de estudios de
expresion. Sin embargo, la cantidad de células CD14+ obtenidas no fueron
suficientes, por lo tanto, fue necesario implementar un segundo método de
obtencién de dichas células. Este se realizd mediante enriquecimiento de

monocitos empleando adherencia plastica, metodologia que se explica en

6.3.5 mas atras.
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Figura 29. Ejemplo de la determinacion de pureza de monocitos.

Figura 2. A) se escogieron las células unicas. B) Se escogieron las células vivas. C) Se selecciona la
morfologia de linfocitos y monocitos con ayuda de los parédmetros tamafio y granularidad (SSC-A vs
FSC-A. D) Gréfico que representa el porcentaje de linfocitos y monocitos de las CMSP. E) Gréafico que
representa el porcentaje de linfocitos y monocitos en los residuos de los lavados de placa de
adherencia. F) Gréfico que representa el porcentaje entre linfocitos y monocitos del enriquecimiento

de monocitos por la técnica de adherencia plastica.

La pureza fue calculada con el siguiente andlisis de citometria de flujo (Figura
29). El inicio de dicho analisis (La figura A, B y C) se realizd6 de la misma
manera que en el analisis de citometria para separacién celular. En la Figura

29.D Se representan los porcentajes de células CD3+ y de células CD14+
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presentes en CMSP totales, y observamos una relacion d 12.7
(linfocitos/monocitos), éstas son las células que utilizamos para enriquecer a
los monocitos por la técnica de adherencia. En la Figura 29.E se representan
los porcentajes de células CD3+ y de células CD14+ correspondientes a las
células no adheridas a la placa de cultivo aqui observamos que la relacién
linfocitos/monocitos es de 42.1, mayor que en 29.D, es decir, hay una minoria
de monocitos con respecto a los linfocitos, éstos monocitos no se adhirieron a
la placa de cultivo. En la Figura 29.F se muestran los porcentajes de células
CD3+ y de células CD14+ de las células adheridas a la placa de cultivo, aqui
la relacidon (linfocitos/monocitos) disminuye notablemente a 0.35, es decir,
hay una gran cantidad de monocitos con respecto a los linfocitos que
permanecieron en la placa de cultivo, con ésta metodologia obtuvimos 60% de

monocitos.

7.2 Deteccién de la expresion del ARNm de la familia de genes APOBEC3G y

de los genes de las vias de TLRs, RIG e Interferon

Una vez que las CMSP estuvieron separadas en estirpes celulares, se
estimularon con diferentes ligandos de TLRs, asi como la citocina interferon
alfa (IFN-a) (ver 4.5 Estimulacidon celular.). De cada una de las estirpes
celulares se obtuvo el ADN complementario y se amplificaron 94 genes
relacionados con las vias de TLR, RIG, Interferon y con la familia Apobec
mediante PCR-tiempo real. La amplificacidon se realizé en el equipo BioMark™
HD System, Fluidigm. Los resultados se muestran en una matriz de 96 x 96

(ensayos x muestras)Figura 30.
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Figura 30. Matriz de resultados obtenida de la cuantificacion de la expresion génica,

por el equipo BioMark™ HD System, Fluidigm.
Las muestras se ilustran en el costado izquierdo, y los ensayos arriba de la matriz. Ademas, del lado

derecho se muestra la escala de colores correspondiente a la expresion génica..

La lista de todos los genes cuantificados se muestran en el ANEXO A. Sin
embargo, los genes de la via TLR, los genes de la via RIG no presentaron
diferencias entre grupos. Por lo que graficamos los datos de expresion de los
genes que presentaron diferencias significativas, principalmente en CMSP,
células CD4+ y CD8+. Los genes seleccionados para el andlisis en este trabajo

de tesis se muestran en laTabla 12.
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Tabla 12. Lista de genes seleccionados para el analisis

GENES SELECCIONADOS

APOBEC3A DHX58 IFNB1 IRF8 MAPK3
APOBEC3B IFI16 IFNG IRF9 MAPKS8
APOBEC3D IFI35 IL6 ISG15 MX1
APOBEC3F IFl44 IRF1 JAK1 OAS1
APOBEC3G IFIH1 IRF2 MAP2K1 SPP1
APOBEC3H IFNA1 IRF3 MAP2K3 STAT1
CXCL10 IFNA2 IRF4 MAP3K1 STAT2
CXCL11 IFNA4 IRF5 MAP3K7 TLR7
CXCL9 IFNAR1 IRF6 MAPK1 TLR8
DDX58 IFNAR2 IRF7 MAPK14

Cabe sefalar que la expresiéon de ARNm de la mayoria de los genes estudiados
en la cohorte de pacientes denominados progresores tipicos se encontrd con
valores de expresién muy bajos en algunos genes como: A3B, A3G, A3H,
IFNAR1, IFNAR2, IRF1, IRF2, IRF3, IRF4, IRF6, IRF8, entre otros, se encontro
completamente abatida. Debido a esto, las comparaciones entre progresores

tipicos y las demas cohortes de pacientes no se muestran.

Para conocer la expresion basal del gen APOBEC3G y los genes implicados en
su estimulacién, asi como el patrén de expresion en las distintas estirpes
celulares sanguineas se analizaron las células sin recibir estimulo alguno. En
células T CD4+ (Figura 31B), los genes IFNAR1, IFNAR2 e IRF3, JAK1l y

MAP3K7 presentaron mayor expresion en DS, comparados con los ESN.
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Figura 31. Graficas comparativas entre cohortes, células TCD4 sin estimulo.

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (al gen constitutivo GAPDH) en el eje “x”
de los genes mostrados en el eje "y” en células TCD4+. En el grdfico A) se muestran datos de
expresion de ESN (barra de color rojo), comparados con los CT (barra de color azul). En el gréafico B)
se muestran datos de expresion de ESN (barra de color rojo), comparado con los DS (barra de color
verde).

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados
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Figura 32. Graficas comparativas entre cohortes, células TCD8+ sin estimulo

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (al gen constitutivo GAPDH) en el eje "x”,

de los genes mostrados en el eje “"y” en células TCD8+. En el grdfico A) se muestran datos de

expresion de ESN (barra de color rojo), comparados con los CT (barra de color azul). En el gréafico B)

se muestran datos de expresion de ESN (barra de color rojo), comparado con los DS (barra de color

verde).

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados

81




CMSP

A) B)
SE SE
NFOID OCT BESN NFOLD mps MESN
(Estimulo/Basal) (Estimulo/Basal)
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
APOBECI APOBECIA B ¥
APOBECIE T 03 APOBEC3R T
APOBEC3D B APOBEC3D BT
APOBECYF APOBECIF L
APOBEC3G =t APOBEC3G B
APOBEC3H APOBEC3H e
oo = o =
oy = oxcll ==
ey = ey
DDX58 B DDXs8 B
DHX58 == DHXs8 B
IFie = i1 B
e —— IF35
[T o s | %
IFH1 = IFHL B
IFNAL IFNAL R %
A N sk
IFNAG Ny e %
IFNARL B IFNARL
IFNAR2 P IFNAR? B
NG T ]
IFNG NG
1 e s
IRl = RFL
IRF2 == IRF2
IRF3 = IRF3 =
IRF4 e —— IRF4 S
IRFS IRF5
IRF6 B IRF6 B
IRF7 == IRF7
IRF8 B IRF8
IRFy T IRF
15615 == 15615 ==
A JAk
MAPK1 MAP2Kl
MAPK3 B MAP2(3 EEEE
MAPKI =F MAP3KL
MAP3K7 == MAR3K7 B
MAPKL = Y
MAPKlY MAPK14 B
(T ——— mark3 R
MAPKS === MAPKS e
w [
oAs1 EE— oAsl B
N 14 NE——
STATL e STAT
STAT, e STAT?
w TR =
TR TlRy
p<0.05

Figura 33. Graficas comparativas entre cohortes, CMSP sin estimulo.

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (al gen constitutivo GAPDH) en el eje "x”,
de los genes mostrados en el eje “y” en células TCD8+. Esta figura muestra los datos de CMSP A)
comparando a la cohorte ESN (barras de color rojo) con CT (barras de color azul) y B) comparando a
la cohorte ESN (barras de color rojo) con DS (barras de color verde).

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.
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No se observaron diferencias significativas entre la expresion de los ESN
comparados con los CT tanto en T CD4+ (31.A), como en células T CD8+
(32.A) y en CMSP (33.A).

En células T CD8+ (Figura 32.B) los ESN presentaron mayor expresién en los
genes APOBEC3F, IFNA2 e IFNB1; cuando fueron comparados con los DS.
Mientras que en CMSP (Figura 33.B) los ESN presentaron mayor expresion en
los genes APOBEC3A, IFI44, IFNA1, IFNA2, IFNA4 e IFNB1.

Por otro lado, se ha descrito que IFN-a es una citocina inducida en la
respuesta inmune innata dirigida contra infecciones virales mediante multiples
mecanismos, como la induccién de ADAR1, una adenosin deaminasa que
cataliza la modificacion de un sustrato de ARN de adenosina a inosina, entre
otros [154, 155]. Esto sugiere una potente influencia en otras deaminasas,
como los miembros de la familia APOBEC3 [154]. Ademas, se ha reportado
que una de las principales citocinas que estimula la producciéon de APOBEC3G
es IFN por lo que decidimos estudiar la expresion de los genes antes

mostrados (Tabla 12), pero bajo el estimulo de ésta citocina.

En la Figura 34 se muestran graficas con datos de células CD4+ estimuladas
con IFN-o. Podemos observar que hubo mayor expresion del gen IFNA2 en
pacientes ESN que en DS(Figura 34.B), mientras que al comparar ESN con CT
(Figura 34.A) no se observaron diferencias en la expresion. En contraste,
cuando comparamos las células TCD8+ (Figura 35.A) de ESN con CT, se
observa mayor expresiéon de los genes APOBEC3D y MAPK14 en ESN;
mientras que al comparar ESN con DS (Figura 35.B) no se observan

diferencias en la expresion.
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Graficas comparativas entre cohortes, células T CD4+ estimuladas con

Se muestran graficas que representan la expresion relativa (al gen constitutivo GAPDH) en el eje “x”

de los genes mostrados en el eje "y” en células TCD4+. En el grafico A) se muestran los datos de la

cohorte ESN (barra de color rojo) comparados con CT (barra de color azul). En el gréfico B) se

muestran los datos de la cohorte ESN (barra de color rojo) comparados con DS (barra de color

verde).

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.
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Figura 35. Graficas comparativas entre cohortes, células T CD8+ estimuladas con
IFN.

Se muestran graficas que representan la expresion relativa (al gen constitutivo GAPDH) en el eje “"x”
de los genes mostrados en el eje "y” en células TCD4+. En el grafico A) se muestran los datos de la
cohorte ESN (barra de color rojo) comparados con CT (barra de color azul). En el gréfico B) se
muestran los datos de la cohorte ESN (barra de color rojo) comparados con DS (barra de color
verde).

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.
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Figura 36. Graficas comparativas entre cohortes, CMSP estimuladas con IFN.

Se muestran graficas que representan la expresion relativa (al gen constitutivo GAPDH) en el eje “"x”
de los genes mostrados en el eje “y” en células CMSP. En el grafico A) se muestran los datos de la
cohorte ESN (barra de color rojo) comparados con CT (barra de color azul). En el grafico B) se
muestran los datos de la cohorte ESN (barra de color rojo) comparados con DS (barra de color
verde).

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.

86




Al observar la expresion en CMSP Figura 36, observamos que los ESN (Figura
36.B) tienen mayor expresion en los genes IFI16, IFNA1, IFNA2, IFNA4,
INFB1, IRF2, IRF8 y SPP1 con respecto a los DS; mientras que al comparar

ESN con CT (Figura 36.A) no se observa alguna diferencia en sus expresiones.
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Figura 37. Graficas comparativas entre cohortes, células TCD4+ estimuladas con
SSRNA40.

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (a un gen constitutivo GAPDH) en el eje
"x” de los genes mostrados en el eje “y”. En el grafico A) se compara la expresion en la cohorte ESN
(barras color rojo) con la expresion de los CT (barras color azul) de células estimuladas con ssRNA40
y en el gréfico B), se compara la cohorte ESN (barras de color rojo) con la cohorte DS (barras de color
verde) de células estimuladas con sSRNA40.

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.
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Sin embargo, IFN-a no es la Unica molécula que podria inducir la expresion de
APOBEC3G. En estudios anteriores se ha visto que la exposicion de CMSP a
VIH, aumenta la expresién de IFN mediante la estimulacién de TLR7 y 8, y
ésta a su vez aumenta la expresiéon de APOBEC3G principalmente. De manera
que para poder observar si el VIH-1 per se es capaz de inducir la expresion de
A3G, nosotros estimulamos las células con una cadena sencilla de ARN
andlogo viral rico en GU (ssRNA40). En las Figura 37 se muestran los
resultados de células T CD4+ donde, (Figura 37.A) se observa mayor
expresion de los genes IFNA1, MAP2K1 y OAS1 en la cohorte ESN con
respecto a la expresion de CT. Mientras que en (Figura 37.B) se observa

mayor expresion de IFNA2 en ESN que en DS.

Algo muy interesante pasa con las células TCD8+ estimuladas con ssRNA40
cuyos datos de expresién se muestran en la Figura 38, ya que no se observa
ninguna diferencia en las expresiones entre cohortes, pero la tendencia se

mantiene muy similar a la observada en células TCD4+.
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Figura 38 Grafica comparativas entre cohortes, células TCD8+ estimuladas con
SSRNA40

En el grafico A) se compara la expresion en la cohorte ESN (barras color rojo) con la expresion de los
CT (barras color azul) de células estimuladas con ssRNA40, en el grafico B, se compara la cohorte
ESN (barras de color rojo) con la cohorte DS (barras de color verde) de células estimuladas con
SSRNA40.

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.

Sin embargo cuando se comparan las expresiones de los genes en células
TCD4+ (Figura 40) y TCD8+ (Figura 41) estimuladas con ssRNA40 versus las
células estimuladas con ssRNA41, su control negativo, no se observa ninguna

diferencia significativa.
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Con la finalidad de visualizar mejor la induccién de la expresion génica
producida por la citocina IFN (Figura 39), tomamos como referencia datos de
las células de ESN, siendo ellos la cohorte de mayor interés en éste estudio y
los comparamos con la expresién basal en CMSP de dichos genes (Figura
39.C). Observamos clara diferencia en genes como ISG15, MX1, OAS1, IRF7,
IFI44, IFI16, DHX58, DDX58, CXCL9, CXCL10, APOBEC3G, APOBEC3B vy
APOBEC3A. La misma comparacion se realizd para visualizar la induccion de
IFN en linfocitos TCD4+ (Figura 39.A) y TCD8+ (Figura 39.B) donde, aunque
no se encontraron diferencias significativas, la tendencia es muy similar que
en CMSP.
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Figura 39. Gréafica representativa de la expresion inducida por IFN en linfocitos TCD4+ CD8+ y CMSP de

ESN.

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (a un gen constitutivo GAPDH) en el eje "x” de los genes mostrados

en el eje "y”, donde se puede observar la expresion de los genes sin estimulacién previa (barras de color naranja) y su

induccion producida por IFN (barras de color azul) en A) células TCD4+, B) células TCD8+ y C) CMSP tomadas de la cohorte

ESN. * Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.

91




CD4

APOBEC3A
APOBEC3B
APOBEC3D
APOBEC3F
APOBEC3G
APOBEC3H
CXCL10
CXCL11
CXCL9
DDX58
DHX58
IFI16

IFI35

IFI44

IFIH1
IFNA1
IFNA2
IFNA4
IFNAR1
IFNAR2
IFNB1
IFNG

L6

IRF1

IRF2

IRF3

IRF4

IRF5

IRF6

IRF7

IRF8

IRFS

I1SG15
JAKL
MAP2K1
MAP2K3
MAP3K1
MAP3K7
MAPK1
MAPK14
MAPK3
MAPK8
MX1

OAs1

SPP1
STAT1
STAT2
TLR7

TLR8

DS

N-FOLD

(Estimulo/Basal)

)
~

4

6

@ssRNA40  EssRNA4L

10

M"WWW”H”W"W”“””WM ""””ﬂ”W'"””I‘IHI

—
—
=1

|

vum“wuwuﬂwmu“wumwwu“w I quﬂ'ﬂl‘ﬂﬂ“l‘“”l

APOBEC3A
APOBEC38B
APOBEC3D
APOBEC3F
APOBEC3G
APOBEC3H
CXcL10
CXCL11
CXCL9
DDX58
DHX58
IFI16

IFI35

IFI144

IFIH1
IFNAL
IFNA2
IFNA4
IFNAR1
IFNAR2
IFNB1
IFNG

L6

IRF1

IRF2

IRF3

IRF4

IRF5

IRF6

IRF7

IRF8

IRF9

ISG15
JAKL
MAP2K1
MAP2K3
MAP3K1
MAP3K7
MAPK1
MAPK14
MAPK3
MAPK8
MX1

OAs1
SPP1
STAT1
STAT2
TLR7

TLR8

N-FOLD
(Estimulo/Basal)
4 6

o
~N

®
.
15}

OssRNA40  EssRNA4L

APOBEC3A
APOBEC3B
APOBEC3D
APOBEC3F
APOBEC3G
APOBEC3H
CXcLio
CXCL11
CXcL
DDX58
DHX58
IFI16

IFI35

IF144

IFIH1
IFNA1
IFNA2
IFNA4
IFNAR1
IFNAR2
IFNB1
IFNG

[13

IRF1

IRF2

IRF3

IRF4

IRFS

IRF6

IRF7

IRF8

IRF9
1SG15
JAK1L
MAP2K1
MAP2K3
MAP3K1
MAP3K7
MAPKL
MAPK14
MAPK3
MAPK8
MX1

OAs1
SPP1
STATL
STAT2
TLR7

TLR8

cT

N-FOLD
(Estimulo/Basal)
4 6

o
~

OssRNA40  EssRNA4L

8 10

Frfrf'rrwrvm”rrﬂ r"rﬂrruﬂrl'ur-n

“IFEIPFPPrETprp
*

p<0.05

Figura 40. Gréafica representativa de la expresion inducida por sSRNA40 comparada con la expresion de su
control negativo ssSRNA41, en linfocitos TCD4+ de las cohortes: DS, ESN y CT.

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (a un gen constitutivo GAPDH) en el eje "x” de los genes mostrados

en el eje "y”, donde se puede observar la expresion de los genes estimulados con ssRNA40 (barras de color naranja) y la

expresion de su control negativo ssRNA41 (barras de color magenta) en células T CD4+ de las cohortes A) DS, B) ESN y C) CT.

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.
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Figura 41. Gréafica representativa de la expresion inducida por ssSRNA40 comparada con la expresion de su
control negativo ssRNA41, en linfocitos TCD8+ de las cohortes: DS, ESN y CT.

Se muestran gréficas que representan la expresion relativa (a un gen constitutivo GAPDH) en el eje “"x” de los genes mostrados
en el eje "y”, donde se puede observar la expresion de los genes estimulados con ssRNA40 (barras de color naranja) y la
expresion de su control negativo ssRNA41 (barras de color magenta) en células T CD8+ de las cohortes A) DS, B) ESN y C) CT.

* Indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos comparados.
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8 ANALISIS DE RESULTADOS

Se ha reportado que posterior a la unidn de IFN con sus respectivos
receptores celulares, se activa la cinasa JAK1, seguida por la fosforilacién y
activacion de STAT1 y STAT2 asociado con el factor regulador de IFN 9 (IRF9).
Estos ultimos comprenden el complejo ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3)
que migra al nucleo, donde se une a elementos de respuesta a IFN (ISRE) en

los promotores de genes estimulados por IFN (ISG), tales como A3 [156-158].

En éste contexto diversos estudios apuntan a que IFN induce la expresion de
miembros de la familia APOBEC, en células dendriticas [51, 157, 159] y en
células del sistema nervioso central [160]. Incluso afirman que A3G es
miembro del sistema IFN[127]. Sin embargo, también hay otros estudios
donde la expresion de miembros de la familia A3 fueron pobremente inducidos
por IFN[161] en ciertas estirpes celulares, de hecho, en linfocitos T no se ha
observado tal induccién [129, 162, 163].

En nuestro estudio logramos observar una minima induccidon en la expresion
de A3G producida por IFN en CMSP (39.C) la cual se pierde en linfocitos
TCD4+ (39.A) y en linfocitos TCD8+ (39.B). Sin embargo, en ESN si logramos
observar la induccion de otros ISGs como MX1, OAS1 e ISG15 (39.C) ;
también en genes que codifican para factores reguladores de IFN como IRF7;
y en genes que codifican para proteinas inducidas por IFN como IFI16, IFI44,
IFIH1, CXCL10 y CXCL9. Los anteriores genes inducidos por IFN en CMSP,
mantienen la misma tendencia de expresion en células TCD4+ (39.A) y CD8+
(39.B) aunque la diferencia no alcanza a ser significativa. De manera que la
activacién de ciertos genes, inducida por IFN se pierde al separar a las CMSP

en estirpes celulares, lo que indica que la interaccion de células mas
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complejas como células dendriticas, monocitos, macrofagos, etc. y todo el

microambiente que ellas proporcionan, es necesario para dicha induccion.

Estos resultados sugieren que algunas vias de sefializaciéon mediadas por IFN-
o son funcionales y que existe algun otro mecanismo por el cual se pueda
inducir la expresion de A3G en especifico. Con IFN logramos ver notable
induccion en A3A y A3B en CMSP (39.C), mientras que en los linfocitos T
(39.A y B) la tendencia s6lo se mantiene para A3A, es decir, la induccién de

A3G y A3B se pierde al separar las células en estirpes celulares.

Anteriormente se habian estudiado los factores involucrados en la cascada de
sefializacion de TLRs en una cohorte similar [139]. Sin embargo los genes
analizados solo se limitaron a las vias de TLR y no estudiaron otras vias, ni
analizaron las vias de TLR en otras cohortes de pacientes. En nuestro estudio
comparamos la expresion de estos genes en la cohorte de ESN con otras

cohortes de individuos VIH positivos como los denominados controladores.

En este sentido al estudiar las CMSP estimuladas con IFN (Figura 36.B), se
observan diferencias entre las cohortes DS y ESN en la expresion de los genes
que codifican para proteinas inducibles por esta citocina como IFI16; asi como
en genes que codifican para diferentes tipos de IFN como IFNA1, IFNAZ2,
IFNA4, IFNB1; en genes que codifican para genes reguladores de IFN como
IRF2 e IRF8, e incluso de citocinas que sobre expresan a IFN como SPP1. De
los genes anteriores, solo IRF8, IRF2, e IFI16 muestran mayor expresién en

los DS, en todos los demas genes la expresién es mayor en los ESN.

Se sabe que las proteinas reguladoras de IFN (IRF2 y 8) [164], actiuan como
represores transcripcionales, por ejemplo IRF2 inhibe competitivamente la
activacién transcripcional mediada por IRF1, ya que ambos se unen a la

misma secuencia de nucledtidos[165]. Nuestros resultados indican que los IRF
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represores se expresan mas en DS que en ESN, siendo una posible explicacion
para la mayor expresion de SPP1 y de los interferones en los ESN que en los
DS. Sin embargo, la expresion de A3G no se ve favorecida con IFN en ESN
con respecto a DS, pero si se puede observa mayor expresiéon de otros ISGs
como MX1, OAS1, ISG15 en DS que en ESN. De hecho en ninguna de las
cohortes se observé una gran expresion de A3G con el estimulo de IFN, esto
sugiere que existe otro mecanismo adicional por el cual se induzca la

expresion de A3G.

Con respecto a la cohorte de CT (Figura 36.A), no se encontré diferencia
significativa en la expresidon de estos genes en comparacion con ESN, lo cual
muestra que ambos expresan un fenotipo muy similar, que por las
caracteristicas de cada cohorte podriamos asumir que tienen un fenotipo

“protector” similar.

Cuando se analizan las células TCD4+ y células TCD8+ de las cohortes
estudiadas, observamos la misma tendencia que en CMSP, aunque las

diferencias no alcanzan a ser significativas (Figura 34 y Figura 35).

Por otro lado, en estudios anteriores se encontraron que el ARN del VIH-1,
estimula células del sistema inmune innato como dendriticas, macréfagos vy
células NK[166] mediante la activacion de TLR7 y 8 [52]. De manera que para
poder observar si el VIH-1 per se es capaz de inducir la expresion de A3G,
nosotros estimulamos las células con una cadena sencilla de ARN analogo viral
rico en GU y es comparado con la cadena ssRNA41 l|la cual es una cadena

sencilla rica en adeninas quien funge como control negativo de ssRNA40.

Se ha descrito que tanto TLR7 como 8 son dependientes de MYDS88 y llevan a
una respuesta inflamatoria mediada por MAPK-NFkB principalmente, sin

embargo se ha visto que activan a IRF7 para favorecer la produccion de IFN
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tipo I mediante TRIF, y a IRF5 mediante TRAF6 en pDC para activar de igual
forma la produccién de IFN tipo I [49].

Sin embargo, no logramos observar la induccion de A3G pero si A3A, lo cual,
de nueva cuenta, nos indica que puede existir un mecanismo diferente y

especifico para inducir la expresion de A3G.

Sin embargo, cuando se compara la expresion génica en células TCD4+
(Figura 40) y TCD8+(Figura 41) estimuladas con el andlogo viral (ssRNA40)
versus su control negativo (ssRNA41) no se observa ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre ellas, es decir, el genoma viral per se es

incapaz de inducir la expresion de genes de familia APOBEC ni de IFN-a.

9 CONCLUSIONES

Metodoldégicamente, logramos obtener células con muy buena viabilidad
(80%) de muestras congeladas desde, al menos, 5 afios antes; de cuatro
diferentes cohortes de pacientes (ESN, CT, PT, DS) del Centro de

Investigacién de Enfermedades Infecciosas del INER.

Dichas células fueron exitosamente separadas mediante citometria de flujo
multiparamétrica acoplado a FACS, ésta metodologia utiliza tecnologia de
punta, ya que ademas de cuantificar diferentes parametros como lo hace la
citometria de flujo, el FACS separa una por una, fisicamente a aquellas células
pertenecientes a una poblacion de interés, de forma rapida, cuantitativa,
eficiente, con alta pureza y a demas con excelente viabilidad, permitiendo a su

vez, subsecuentes analisis de expresion en dicha poblacion de interés.
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Gracias a esto, logramos estimular a las subpoblaciones celulares de manera

eficiente con diferentes estimulos como IFN-a y analogos del ARN del VIH-1.

Cuantificamos la expresién de hA3G, asi como de diferentes genes
involucrados en la cascada de senalizacién de TLRs y RIG-1, en cada una de
las estirpes celulares en estado basal y con andlogos de TLR correspondientes.
Esto lo realizamos mediante RT-PCR en la plataforma, BioMark™HD System
(Fluidigm®) la cual ofrece una capacidad para realizar 9216 reacciones de RT-

PCR de forma cuantitativa en un solo experimento.

Nuestros resultados demostraron que las células de las personas expuestas
seronegativas presentan una mayor expresion de genes de Interferén y de
genes de respuesta como A3F y A3A, en estado basal y con estimulos de
Interferon. Ademas se observd que en contacto con el analogo del genoma del
VIH-1 (ssRNA40) la cohorte ESN sobre-expresan los genes de IFNs lo que nos
podria indicar un posible mecanismo protector de este tipo de personas frente

al Virus de Inmunodeficiencia Humana.
En el caso de APOBEC3G, la baja estimulacion por medio de IFN nos sugiere

que probablemente existe otro estimulo adicional para aumentar la expresion
de A3G.
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10 ANEXO A

GENES CUANTIFICADOS

APOBEC3A DDX3X IL12A MAP2K3 SPP1
APOBEC3B DDX58 IL12B MAP3K1 STAT1
APOBEC3D DHX58 IL15 MAP3K7 STAT2
APOBEC3F ELK1 IL1B MAPK1 TBK1
APOBEC3G FADD IL6 MAPK14 TICAM1
APOBEC3H FOS IL8 MAPK3 TLR3
ATG5 HPRT1 IRAK1 MAPKS8 TLR4
AZI2 HSP90AB1 IRF1 MAVS TLR7
CASP10 IFI116 IRF2 MX1 TLR8
CASP8 IF135 IRF3 MYD88 TLRS
CCL3 IF144 IRF4 NFAT5 TNF
CCL5 IFIH1 IRF5 NFATC1 TRAF3
CD40 IFNA1 IRF6 NFATC2 TRAF6
CD80 IFNA2 IRF7 NFATC3 TRIM25
CD86 IFNA4 IRF8 NFATC4 TRIMS
CHUK IFNAR1 IRF9 NFKB1

CXCL10 IFNAR2 ISG15 NFKBIA

CXCL11 IFNB1 JAK1 OAS1

CXCL9 IFNG JUN RELA

DAK IKBKB MAP2K1 RIPK1

No U
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12 INDICE DE ABREVIATURAS

A3G APOBEC3G

ADN Acido Desoxiribonucleico

APOBEC Apolipotrotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide,
por sus siglas en ingles.

ARN Acido Ribonucleico

BCR Receptor de Células B

CA Capside

CD Célula Dendritica

CDC Center of Dieses Control

CMSP Células Mononucleares de Sangre Periferica

CPA Célula Presentadora de Antigeno

CpGs Sitios C-fosfato-G

CcT Individuos Controladores de la Infeccion

CTL Linfocitos T citotéxicos

CTR Complejo de Retrotranscripcion

CXCR4 Y CCR5 Receptores de quimiocinas

CYPs Citocromo P450

DC Tejido linfoide asociado a mucosa

DDX58 Gen que codifica para RIG

DS Individuos Donadores Sanos

env envoltura

ESN Individuos Expuestos seronegativos

FACS Fluorescence-activated cell sorting, por sus siglas en ingles.

gag grupo antigeno especifico

GPI Glicofosfatidilinositol

HMM Alto peso molecular

IFI Proteina inducible por interferén

IF Interferon

IL-# Interleucina
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IN Integrasa

IRF Factor regulador de Interferdn

ISG Gen estimulado por Interferén

JAK Gen Janus Cinasa

LMM Bajo peso molecular

LPS Lipopolisacarido

LTNPs Long-term nonprogressor, por sus siglas en ingles.
LTR Long Terminal Repeat

MA Matriz

MAPK Protein-cinasa Mitogeno Activada

MHC Complejo Principal de Histocompatibilidad
MIP Proteina Inflamatoria de Macroéfagos

MyD88 Factor de diferenciacion mieloide 88

NC Nucleocapside

Nef Factor regulador negativo

NFAT Factor Nuclear de Células T Activadas

NK Células Natural Kille, por sus siglas en ingles
NLR Nod-like receptors, por sus siglas en ingles.
OMS Organizacién Mundial de la Salud

PAMPs Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
pDCs Céulas Dendriticas plasmacitoides

PIC Complejo de preintegracion

pol polimerasa

poly (I:C) Cadena policitidil-poliinositol

PR proteasa

PRRs Patrones de Reconocimiento de Patrones

PT Individuos Progresores Tipicos

RE Reticulo Endoplasmico

Rev Proteina regulador de la expresion del viridon
RIG Gen inducible por acido retinoico

RLRs RIG-I-like receptor, por sus siglas en ingles
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ROS Especies Reactivas de Oxigeno
RT Retrotranscriptasa
SIDA Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
STAT Traductor de senales y activador de la transcripcion
SU (gp120) Glicoproteina de superficie
Tat Proteina transactivador de la transcripcion
TCR Receptor de Células T
TLRs Toll-like receptors por sus siglas en ingles
™ Glicoproteina transmembranal
(gp41)
TNF Factor de Necrosis Tumoral
TRIM Tripartite Motif family, por sus siglas en ingles.
VAL Virus Asociado a Linfadenopatia
Vif Factor de Infectividad viral
VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana
Vpr Proteina viral R
Proteina viral Unica
Vpu
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