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lll. INTRODUCCION

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es una enfermedad infecciosa y
transmisible con una elevada tasa de montalidad que se caracteriza por ser una alteracién
adquirida y severa, con pérdida progresiva de la funcidén inmune que predispone al paciente

a infecciones graves por microorganismos oportunistas y al desarrollo de neoplasias.

Existen dos virus de Inmunodeficiencia humana: el VIH tipo 1 (VIH-1) y el ViH tipo 2
(VIH-2), el primero es el responsable de la pandemia en todo el mundo, mientras que el tipo -
2 es endémico del continente Africano. La forma mas frecuente de transmision del VIH es
por contacto sexual; de ésta forma, alcanza al sistema inmunoldgico a través de las
superficies mucosas. Dichas superficies incluyen recto y mucosa genital, las cuales son
ricas en Células Dendriticas (CD) que atrapan antigenos y particulas virales para

posteriormente ser presentadas a los linfocitos CD4".

Se ha identificado una lectina tipo C exclusiva y altamente expresada en Células
Dendriticas, que se une con alta afinidad a la glicoproteina de envoltura gp120 del VIH-1, la
cual ha sido denominada DC-SIGN. Las células que expresan este receptor de membrana
pueden capturar al virus y transportarlo a los ganglios linfaticos empleando las funciones
presentadoras de estas células, originando de esta forma una infeccion ampliamente
diseminada. Lo anterior sugiriere que el DC-SIGN tiene un papel clave en la infeccién y

diseminacion primaria del VIH-1.
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IV. JUSTIFICACION

Estudios recientes indican que las Células Dendriticas son la primera linea de
defensa en interactuar con el VIH-1 durante la transmisidén sexual, interaccién que es
mediada por el receptor de membrana DC-SIGN. Por otra parte, se desconoce con
certeza cual es el mecanismo que esta involucrado en la progresion al S/DA aunque
sabemos de antemano que en este proceso influyen parametros inmunolégicos y

virolég{icr_a&

Por lo tanto, identificar y analizar la expresion del receptor DC-SIGN en
pacientes que desarrollan una tipica o rapida progresion a SIDA, es de gran utilidad
para establecer si la expresion del receptor esta relacionada con la evolucién de la

enfermedad.
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V. HIPOTESIS

Los niveles de expresion del receptor de Células Dendriticas DC-S/G/)M pueden gestar

relacionado progresion Tipica y Rapida al SIDA.
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V1. OBJETIVO GENERAL

Identificar y analizar la expresion del receptor de células dendriticas DC-SIGN e/r(xv\

AR

)C"K\

pacientes de progresion tipica y rapida al S/DA.
{

/f\
Vil. OBJETIVOS ESPECIFICOS %5 G%

Obtencion de muestras de pacientes de tipica y rapida progresion al SIDA y
su respectivo historial clinicos y epidemiolégicos.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica en pacientes de

tipica y rapida progresién al SIDA.

. Aislamiento de celulas dendriticas a partir de mononucleares de pacientes
con tipica y rapida progresiéon al S/DA.

Extraccion de ARNm de Células Dendriticas de pacientes tipicos y rapidos
progresores.

Produccion de ADNc a partir de ARNm obtenido de Células Dendriticas de
pacientes con tipica y rapida progresion al S/IDA.

Detectar y Cuantificar la expresion del receptor DC-SIGN en células
dendriticas de pacientes tipicos y rapidos progresores al SIDA mediante la
tecnologia del PCR Cuantitativo en Tiempo Real.

Analizar la expresién del receptor de Células Dendriticas DC-SIGN en

pacientes tipicos y rapidos progresores a S/IDA.
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Vill. ANTECEDENTES
1. Marco Histérico

En 1981 se publicaron los primeros casos de un huevo sindrome que se
presentaba de forma frecuente entre hombres homosexuales y/o bisexuales que se
caracterizaba por el desarrollo de infecciones oportunistas y ciertos tipos de neoplasias
como el Sarcoma de Kaposi todo esto debido a una inmunodeficiencia grave e
irreversible que afectaba principalmente a la inmunidad de tipo celular'. Para 1982,
este sindrome fue denominado por el Centro de Control de Enfermedades de Estados
Unidos como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA)" %,

Posteriormente, en 1983 el grupo de Luc Montaigner del Instituto Pasteur en
Paris aislé6 un retrovirus a partir de linfocitos T de sangre periférica de un paciente
afectado de linfoadenopatia generalizada; este virus poseia linfotropismo para las
células T y fue denominado como Virus Asociado a Linfoadenopatia (LAV)?. En 1984
fueron aislados dos virus similares, Virus Linfotropico de Células T Humanas tipo IlI
(HTLV-III) y Virus Asociado al SIDA (ARV) obtenidos por el grupo de Robert Gallo en el
Instituto Nacional de Salud de E.U. y Jay Levy de la Universidad de California
respectivamente. Estudios del genoma de los tres aislados determinaron que, si bien
presentaban ciertas diferencias, se trataba de variantes de un mismo virus cuya
asociacion al SIDA quedé demostrada por seroepidemiologia®.

A mediados de 1986 el Comité Internacional para la Taxonomia de Virus acordd
denominar Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) al agente etiologico del SIDA y
en ese mismo afio se detectd en paises de Africa Occidental un segundo retrovirus
humano en pacientes afectados de S/DA, que fue denominado V/IH-2 para distinguirlo
del clasico agente del SIDA (VIH-1)".

2. Situacion Actual del VIH/SIDA
2.1 Situacion Mundial del VIH/SIDA

Para diciembre del 2005 la epidemia de VIH/SIDA cobré la vida de mas de tres
millones de personas y se estima que 5 millones fueron infectados por el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana (VIH), con lo que la cifra de personas que vivian con el

-9
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virus en todo el mundo se elevdé a 40.3 millones. Siendo la regidbn mas afectada la de
Africa Subsahariana con 25.8 millones, el resto del mundo también ha sido afectado
con gran fuerza por esta epidemia, 10 que en numeros se refleja de la siguiente
manera. A finales del 2005 se calculaba que habia 510, 000 africanos en norte y
oriente medio viviendo con el VIH; en América Latina viven cerca de 1.8 millones; en
Ameérica del Norte 1.2 millones; en Europa Occidental y central hay aproximadamente
720, 000 personas portadoras del virus.

2.2 Situacion del VIH/SIDA en México

En México la infeccién por VIH-1 se ha convertido en un serio problema de
salud publica, con multiples consecuencias sociales, econdémicas y politicas®, se puede
decir que el comportamiento de la epidemia es idéntico al de los paises industrializados
de occidente®.

Desde el inicio de la epidemia hasta el 31 de diciembre del ano 2005 se han
registrado de manera acumulada 102, 575 casos de SIDA en México® y se calcula que
existen hasta 180, 000 personas viviendo infectadas por este virus.

La transmisién sexual ha sido la causante del 92.1% de los casos acumulados
de SIDA en México; el 5.3% se originaron por via sangdinea de los cuales, se incluyen
el 3.5% por transfusiébn sanguinea, 4% le corresponde a hemofilicos, el 0.6% a
donadores, 0.7% usuarios de drogas intravenosas y menos del 0.1% por exposicién
ocupacional/laboral; la transmision perinatal representa el 2.3% del total de casos y la
categoria combinada de hombres que tienen sexo con otros hombres y usuarios de
drogas intravenosas (HSH/UDI) el 0.3% (Tabla 1)*.

México se ha considerado un pais cuya epidemia se concentra
fundamentalmente en el grupo de hombres que tienen sexo con otros hombres (HSH),
con un peso equivalente al 47.3% aunque la categoria de transmision heterosexual a
llegado a ocupar el 44.8% en el total de los casos acumulados via sexual®.

Respecto a la clasificacion por sexo, se ha establecido que el 83.2%
equivalente a 85, 307 corresponde a hombres mientras que el 16.8% lo representan
17, 268 mujeres del total de los infectados hasta el 2005 (Figura 1). También es
importante destacar que un total de 79, 984 personas, las cuales ocupan el 78.8% de
los casos acumulados, se encuentran en edades laboralmente productivas que
incluyen desde los 15 hasta 44 afios de edad™®.

-10-
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Tabla 1. indice de casos acumulados equivalente a cada categoria
de transmisién del VIH/SIDA en México para el cierre del 2005.

Figura 1. Clasificacién por sexo del total
de infectados hasta el 2005 en México.

=57 =
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3. Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)
3.1 Clasificacién, Estructura y Genoma

Es un virus de ARN perteneciente a la familia Retroviridae, subfamilia
Lentiviridae, cuyos miembros se caracterizan por poseer la capacidad de infectar
células del sistema inmunolégico y de ser causa de infeccidn persistente que se

manifiesta de forma clinica después de prolongados periodos de tiempo'.

Estructuralmente, la particula virica cuyo tamano oscila entre 80-110 nm incluye
dos copias de genoma de ARN de aproximadamente 9.5 Kb de largo, monocatenario
de polaridad positiva. La organizaciéon gendémica del VIH-1 es similar a la de otros
retrovirus, incluyendo los genes que codifican para su estructura y proteinas
enzimaticas gag, pol y env (Figura 2)".

El genoma virico se encuentra recubierto de una capside proteica de simetria
icosaédrica constituidas por las denominadas proteinas del core codificadas por el gen
gag. El conjunto de acido nucleico y capside, nucleocapsida o core, se halla a su vez
recubierto por una bicapa lipidica de origen celular, sobre la que se hallan las
glicoproteinas de envoltura del virus codificadas por el gen env. También posee una
enzima codificada por el gen po/ denominada transcriptasa reversa (R7) que es

caracteristica de los retrovirus y que da nombre a esta familia (Figura 2)’.

El genoma del VI/H-1 contiene otros genes (Tabla 2) ademas de los
estructurales antes mencionados, dos genes reguladores, tat y rev, y genes que
codifican para proteinas accesorias y regulatorias, nef, vif, vpu, vpr, vpx y tev'.
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Tabla 2. Algunos genes encontrados en el genoma del Virus de
Inmunodeficiencia Humana y sus funciones mas importantes.

JOSE MANUEL VAZQUEZ GUILLEN

PROTEINA . - - FUNCION - .
gp160 Precursor
env gp120 Proteina de la envoltura
it Interaccion con receptores y comreceptores y fusion de
membranas

p55 Precursor

p24 Proteina de la nucleocapside
gag p17 Proteina de la matriz

z: Ribonucleoproteinas asociadas al ARN viral

Transcriptasa | Retrotranscripcion del genoma viral
Inversa con actividad RNAasa
pol integrasa Integracion del genoma viral retrotranscrito
— Prosesamiento de las proteinas virales que forman la
estructura de! virion.

tat Tat Transactivacion
rev Rev Regulacion del transporte y procesamisnto del ARN
nef Nef Retrotranscripcion; infectividad
vif Vif Infectividad viral
vpr Vpr Transactivador
vpu Vpu Liberacion de viriones
fev Tev Activador de tat y rev
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Nucleocapside

Proteinas de la

ARN Matriz (p17)

Monocatenario

2%

gp41 gp120

Figura 2. Estructura basica del Virus de
Inmunodeficiencia Humana

3.2 Subtipos del Virus de Inmunodeficiencia Humana

El SIDA es causado por dos virus estrechamente relacionados, el ViH-1y ViH-
2. Los analisis epidemiologicos indican que el tipo 1 se ha expandido ampliamente en
el mundo, siendo el responsable de la pandemia global mientras que el tipo 2 se
encuentra restringido a ciertas regiones de Africa.

Asi mismo, el VIH-1 exhibe extensas variaciones genéticas y ha sido
categorizado en tres grupos; M (Major), O (Outlier) y N (New; non-M-non-0) %, el grupo
M ha sido subdividido a su vez en subtipos genéticos nombrandose por letras de la A a
la K® las cuales reflejan el orden en que éstos fueron identificados; ademas, cada
subtipo se presenta en distribuciones geograficas particulares de modo que, en
México, la prevalencia de! subtipo B proveniente del grupo M del VIH-1 ha sido
demostrada en diversos estudios epidemiolégicos™.
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4. Inmunopatogénesis

Una de las mas sorprendentes caracteristicas de la infeccion por VIH-1 es la
variabilidad individual en términos de progresién a SIDA®. La historia natural de
infeccion de este virus varia considerablemente de un individuo a otro™. EL curso
tipico de una infeccion incluye los sintomas clinicos agudos, un prolongado periodo de
latencia y finalmente, un estado de enfermedad clinica la cual es comunmente

caracterizada por infecciones oportunistas y ciertas neoplasias'’.

Debido a la enorme variabilidad de factores en los hospederos y las diferencias
de infectividad en distintas cepas de VIH-1, el tiempo para el desarrollo de SIDA varia
de un individuo a otro; el tiempo medio desde la infeccién hasta el desarrollo del
sindrome es alrededor de 5 a 10 afios’".

En base la duracién de la infeccién por VIH-1 y a la cinética de los eventos
virolégicos e inmunologicos observados a lo largo de |la enfermedad por este virus se
han descrito tres patrones de evolucién inmunopatolagica; los tipicos progresores se
presentan en un 80-80% de las personas infectadas; los rapidos progresores se
presentan en un 5-10%; y los lentos progresores alrededor de un 5% de los infectados
por VIH-1°.

Los tipicos progresores presentan el curso completo de la infeccion por VIH-1
que incluye las tres fases: infeccidn primaria, latencia y enfermedad clinica. La
infeccién primaria se caracteriza por un sindrome clinico tipo gripe o mononucleésis
infecciosa, con malestar general, fiebre, linfadenopatia, artralgias, mialgias, dolor de
cabeza, dolor retroorbital y fotofobia. Esta fase es seguida por un pericdo de latencia
de gran estabilidad en cuentas de células T CD4" en sangre, la cual puede durar de 8 a
10 afios. La progresién al S/DA resulta de una replicacién continua del virus en los
oérganos linfaticos. Una progresion rapida hacia el SIDA durante los primeros 3 0 5
anos de la infeccion es inusualmente presentada en ciertos pacientes en los cuales, los
niveles de carga viral son relativamente altos y en contraste, la cuenta de linfocitos
CD4 se presenta baja; en estos casos, no es posible definir un periodo de latencia
durante el curso de la infeccidn.

De especial interés son los pacientes que, en ausencia de terapia antiretroviral
logran mantenerse en el periodo de latencia de la infeccion durante mas de 10 afios sin
presentar sintoma alguno del estado de S/IDA; en estos individuos, la carga viral se
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mantiene baja incluso indetectable y por consiguiente, la cuenta de células CD4 se
presentan de forma normal.

4.1 Tropismo e Infeccién a Organos Linfaticos

La capacidad del VIH-1 para infectar diferentes tipos de células varia de aislado
a aislado y es referido como tropismo celular. El tropismo celular del virus se basa en la
interaccion especifica de la glicoproteina mas superficial de la envoitura virica gp720 y
la molécula CD4 de la superficie de la célula hospedero, siendo la principal célula diana
los linfocitos T CD4" (T cooperadores), principales efectores de la inmunidad
especifica’ ®. Una vez que el VIH-1 penetra en el organismo, inicia una replicacién

activa e invade numerosos tejidos y érganos, especialmente ganglios linfaticos'.

La transmisiéon del VIH-1 requiere la diseminacién del virus de los sitios de
infeccion en las superficies mucosas hacia zonas secundarias de células T en los

organos linfaticos, donde ocurre una extensiva replicacion viral en células T CD4* 12

La disminucién de células T CD4" en sangre periférica es el primer defecto
inmunolégico presentado en pacientes con S/DA'™. Estudios recientes dejan claro que
los organos linfaticos son el principal sitioc anatémico de infeccidén por VIH-1, tanto en
etapas tempranas como en estado latente de la infeccion. La frecuencia de células
infectadas por este virus en pacientes con etapas tempranas y latentes de infecciéon es

mayor (5 a 10 veces) en nodos linfaticos que en sangre periférica’.

5. Células Dendriticas: Células Presentadoras de Antigenos

Las Células Dendriticas son potentes células presentadoras de antigenos
(CPA), comprenden una familia multivariable de tipos celulares cuya funcion principal
es la iniciacion de |la respuesta inmune primaria controlando areas del organismo que
son mas susceptibles a la invasion de patégenos y ademas, estan encargadas de
identificar antigenos para iniciar una posterior presentacion a los linfocitos efectores de
la respuesta inmunitaria'®. Las células integrantes de esta categoria se denominan con
diversos nombres segun su localizacion en el cuerpo desde donde, después de una
exposicién frente a algun agente patdgeno, inician una cascada de eventos, tomando
un papel clave en la union entre la respuesta inmune innata y adaptativa.
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Secuencialmente, las células dendriticas se diferencian fenotipicamente migrando a los
nodos linfaticos donde incrementan la expresion de moléculas coestimuladoras, de
adhesién y secretando quimocinas'.

La captura de antigenos por células dendriticas inmaduras es efectuada de
diferentes maneras, pueden tomar particulas y microorganismos mediante
fagocitosis?®; pueden formar vesiculas pinociticas en las cuales son incluidos fluidos
extracelulares y solutos en un proceso llamado macropinccitosis™ y por ultimo, la
expresion de una gran variedad receptores de superficie los cuales median procesos
de endocitosis.

Ademas, se ha reportado la interaccién de las Células Dendriticas y Linfocitos
B potenciando la expansion de estas Gltimas y la secrecién de inmunoglobulinas? asi
como la induccién directa de Células Asesinas Naturales (NK; Natural Killer)

aumentando su actividad citolitica y la produccién de Interferon-gamma (IFN-y)*°.

5.1 Subpoblaciones de Células Dendriticas

En sangre periférica las Células Dendriticas no representan una poblacion
celular homogénea, mas bien, se encuentran al menos dos poblaciones distintas que
presentan diferencias morfolégicas y fenotipicas®. En primer lugar se encuentran las
Células Dendriticas CD123" CD11¢” de morfologia Plasmacitoide (PDC; Plasmacytoid
Dendritic Cells) las cuales dependen de la IL-3 para su diferenciacion a Células
Dendriticas maduras® %; también se han identificado dos subpoblaciones que
presentan apariencia monocitoide o mieloide (MDC, Myeloid/Monocytoid Dendritic
Cells) de expresién baja o nula de CD123 y aita de CD11c¢ las cuales son determinadas
como Células Dendriticas Mieloides tipo 1 (MDC-1) y Células Dendriticas Mieloides tipo
2 (MDC-2) (TABLA 3).

También han sido identificados diferentes marcadores antigénicos en la
superficie de las células dendriticas los cuales son especificos de cada subpoblacion®
y son definidos como BDCA-1, BDCA-3 y BDCA-4 (Blood Dendritic Cell Antigen). En
sangre, la expresiéon de BDCA-4 es estrictamente confinada a Células Dendriticas
Plasmacitoides mientras BDCA-1 es restringido para las Células Dendriticas Mieloides
de tipo 1 y BDCA-3 expresado en altos niveles solo en MDC-2 (TABLA 3).
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Tabla 3. Diferentes Subpoblaciones de Células Dendriticas encontradas en
sangre periférica y sus respectivos marcadores de superficie.

MARCADORDE ~ MARCADOR-
 SUPERFICIE ~ ANTIGENICO

SUBPOBLACION

cD123" pistakial
Plasmacitoides cD11c / BDCA-4
(Neuropilina-1)
Mieloides
Tipo 1 cD123A™A BDCA-1
CcD11c3MA (CD1c)
Tipo 2 CD1c
cDt1cPM BDCA-3
CcD123

*En referencia No 36.

En una persona sana, las Células Dendriticas representan alrededor del 1% del total
de las Células Mononucleares en sangre periférica; de los cuales aproximadamente
0.37% son PDC, 0.60% MDC-1 y solo el 0.03% corresponde a MDC-2.

6. Papel de las Células Dendriticas en la Infeccién por el VIH-1

La infeccién por el VIH-1 se ha expandido ampliamente alrededor del mundo
principalmente como resultado de exposicion sexual® a través del contacto de
superficies mucosas'®; durante la transmisién sexual, el virus tiene que cruzar el
epitelio mucoso y eventualmente alcanzar tejidos linfaticos donde establece una
infeccion permanente'” con una replicacién viral extensiva en células T-CD4"."?

Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la transmision del VIH
después de la exposicion al virus en mucosas aun permanecen poco claros pero es
generalmente aceptado que las células dendriticas inmaduras residentes en la piel y

superficies mucosas son una de las primeras células en interactuar con el VIH-1 en los
sitios de infeccion primaria?. 18.19.31
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Las Células Dendriticas son células migratorias que viajan desde la médula
6sea hasta los tejidos y de ahi, a los 6rganos linfoides secundarios®; se ha
hipotetizado que el VIH-1 revierte la funcién natural de este tipo celular y explota su
actividad de transporte para incrementar el acceso a los sitios de replicacion en los
érganos linfaticos™ '® ?°, La base de ésta hipotesis radica en la identificacién de un
receptor de unién de alta afinidad a las proteinas del virus presente en las células
dendriticas. Este receptor, denominado DC-SIGN (Dendritic Cell Specific ICAM-3
Grabbing Non-integrin), media la unién de células dendriticas con el VIH-1 y el
transporte subsiguiente a células T permisivas'? 17 18.20,21, 22, 24

7. Interaccion Célula Dendritica-VIH-1: DC SIGN

El DC-SIGN es expresado solo por células dendriticas'? localizadas en sitios de
exposicion a antigenos como tejidos mucosos del intestino (duodeno y colon), vesicula
biliar, cérvix, vagina, endometrio, bronquios pulmonares, esdéfago y mucosa bucal,
ademas de sangre periférica®®; es una lectina tipo C, calcio dependiente® que facilita la
migracién de la célula a través del endotelio por unién al ligando vascular ICAM-2
(Moléculas de Adhesién Intercelular-2). Ademas DC-S/GN también media la
interaccién entre las células dendriticas y el resto de las células 7, por unién a /ICAM-3
(Moléculas de Adhesion Intercelular-3)2'.

Si bien es cierto que, tanto las Células Dendriticas de tipo Mieloide (CD11c")
como las Células Dendriticas de tipo Plasmacitoide (CD11¢’) y Células Dendriticas in
viro derivadas de monocitos expresan CD4 y CCRS5 y por consiguiente llegan a ser
infectadas de forma productiva, a quedado demostrado que, gracias a la alta
glicosilacion de la molécula de superficie gp720 del VIH las moléculas de tipo lectina
presentes en la superficie celular representan la mayor forma de unién a las Células
Dendriticas®'.

DC-SIGN es una proteina integral de membrana tipo Il con un extremo
carboxilo terminal y es expresado principalmente en células dendriticas y en algunos
tipos de macréfagos tisulares, incluyendo células Hofbauer en placenta humana®. in
vitro, su expresion puede ser inducida en macréfagos derivados de monocitos

24, 26

mediante tratamiento con Interleucina 13 (/L-13) . Esta proteina de membrana

funciona como receptor de envolturas glicosiladas de muchas particulas viricas que
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incluyen al Virus del Ebola, Citomegalovirus (CMV), Virus de Hepatitis C (VHC),
Dengue entre otroé‘a; estudios recientes demuestran que ademas sirve como anclaje
de microorganismos como Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis y los
parasitos Leishmania pifanoi y Schistosoma manson#®.

Las primeras secuencias revelan que la proteina estd organizada en cuatro
dominios distintos®, un dominio citoplasmatico N-terminal, un dominio transmembranal
hidrofébico, una regién alfa helicoidal y un carbohidrato carboxilo terminal como

dominio de reconocimiento®.

Ademas de la alta afinidad por los ligandos celulares endégenos ICAM-2 e
ICAM-3%°, se ha demostrado que el DC-SIGN se une fuertemente a la glicoproteina
gp120 de la envoltura del VIH-1'2 "5, Cuando el virus es transmitido sexualmente, las
células dendriticas DC-SIGN® en tejidos mucosos capturan al VIH-1 mediante la
interaccién DC-SIGN-gp120. Después de migrar a los érganos linfaticos, las células
promueven una eficiente transfeccion a las células T permisivas a través del receptor,

resultando en una vigorosa replicacién del virus'% 17-2122,

Diversos estudios han demostrado que viriones unidos al DC-SIGN pueden
mantener su infectividad por periodos prologados de tiempo, esto a pesar de las
evidencias que el DC-S/GN funciona como un receptor de antigenos'2 20
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FIGURA 3. Infeccion productiva por el VIH-7 a los linfocitos T
cooperadores empieando al DC-SIGN de las Células Dendriticas
como acairreador.
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IX. ESTRATEGIA GENERAL
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X. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencion de Muestras de Individuos Infectados con ViH-1

Los individuos infectados con el VIH-1 fueron seropositivos por ELISA y

confirmados con la técnica de Inmunoelectroforesis o Western Blot.

Después de que se firmé un consentimiento para la realizacion del estudio, se
colectaron muestras de sangre periférica (20-25 mL) en tubos con anticoagulante
(EDTA) y se les pidid a los participantes que respondieran un corto cuestionario, el cual
incluia preguntas acerca de su edad, sexo, lugar de nacimiento, residencia y finalmente
se les cuestiono sobre cualquier comportamiento de sospecha para contraer el SIDA.
Se recopilaron los datos clinicos, las cuentas de linfocitos CD4" asi como la carga viral

de cada uno de los pacientes.

2. Separacion de Células Mononucleares a partir de Sangre Periférica

La sangre diluida 1:1 con solucidén salina (0.85%) se depositdé suavemente
sobre 6-8 mL de Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences) para formar un gradiente
de densidad. Posteriormente, siguiendo el protocolo del fabricante, se centrifugé a 1,
200 rpm durante 30 min a temperatura ambiente (Centrifuga Beckman GRP), al final de
este procedimiento se formé un anillo de Células Mononucleares de Sangre Periférica
(CMSP) en la interfase, el cual se aisld con la ayuda de una micropipeta estéril
desechable. Las CMSP se lavaron utilizando NaCl al 0.85% a 1, 200 rpm por 10 min a
temperatura ambiente y fueron resuspendidas en 300 uL de solucién de fosfatos
enriquecida al 5% con suero fetal bovino (PBS 1x - BCS/BSA 5%).

3. Aislamiento de Células Dendriticas a partir de Mononucleares

Para el procedimiento de separacion de Células Dendriticas se empled el
método de separacién magnética Blood Dendritic Cell Isolation Kit II Human; Macs
Miitenyi Biotec (Cat. No. 130-091-379); siguiendo las instrucciones que indica la

compania.
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3.1 Marcaje y Deplecién Magnética de Células No Dendriticas

El primer paso fue el bloqueo de los receptores Fc empleando 100 uL del
Reactivo de Bloqueo (FcR Blocking Reagent; MACS, Miltenyi Biotec) mas 100 pL del
Reactivo para la Eliminacion de Células No Dendriticas (Non-DC Depletion Cocktail;
MACS, Miitenyi Biotec) con el fin de marcar magnéticamente los monocitos (CD14%) y
las células B (CD19") presentes, ademas del reconocimiento con un anticuerpo
conjugado con biotina dirigido contra Células Dendriticas Mieloides tipo 1 (MDC1)
CD1c (BDCA-1)".

Después de incubar durante 15 min a 4° C, se lavd la muestra empleando
soluciéon amortiguadora enriquecida al 5% con suero fetal bovino y se hicieron pasar a
través de la columna LD (LD Column; MACS, Miltenyi Biotec) situada en el campo
magnético con el adaptador MidiMacs (MACS; Miitenyi, Biotec) sobre el soporte de
separacidén (MultiStand MACS, Miltenyi Biotec). El efluente de la columna, el cual
contenia la fraccion de células dendriticas pre-enriquecidas, fue colectado en su

totalidad y lavado con la solucion de fosfatos.
3.2 Marcaje Magnético y Seleccion de Células Dendriticas

La segunda etapa del proceso de separacién se inicio afadiendo a la muestra
colectada 100 pL de la solucion de enriquecimiento de células dendriticas (DC
Enrichment Cocktail; MACS, Miltenyi Biotec) la cual contenia anticuerpos conjugados
con  microperlas (Ab-MicrobeadsMR MACS, Miltenyi Biotec) para marcar
magnéticamente las células dendriticas mieloides tipo 2 BDCA-3" (MDC2) y las células
dendriticas plasmacitoides BDCA-4" ademas de marcar las células mieloides tipo 1
BDCA1* (MDC1) previamente biotinizadas.

Se adaptd la columna tipo MS (MS Column; MACS, Miltenyi Biotec) sobre el
magneto MiniMacs (MACS, Miltenyi Biotec) en el soporte y, después de incubar 15 min
a 4° C se filtroé el concentrado celular; el efluente de la columna, que en esta ocasion
llevaba las células no marcadas fue colectado en su totalidad dentro de un tubo para
micro centrifuga, al terminar de drenar todo el contenido la columna fue retirada del
campo magnético y se le aplico presion al interior del contenedor empleando el @mbolo
incluido con la columna para liberar las tres poblaciones de células dendriticas
atrapadas con las microperlas magnéticas. El total colectado fue centrifugado a 1, 500

rpm durante 10 min y se elimino todo el sobrenadante.
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4. Extraccion de ARN a partir de Células Dendriticas

La extraccion del ARN se realizé de acuerdo al método TR/zol (TRIzol*

Reagents Invitrogen U.S.A.).

A las células dendriticas o CMSP obtenidas se les resuspendié en 1 mL de
TRIzol (TRIzol Reagents Invitrogen), seguido de una vigorosa homogenizacidn.
Después de incubarlos durante 5 min a temperatura ambiente, se centrifugaron a 14,
000 rpm durante 10 min a 4° C.

Posteriormente, se agregaron 200 uL de cloroformo agitandose suavemente por
inversién; en seguida se llevé a centrifugar a 12, 000 rpm por 10 min a 4° C para
formar un gradiente de densidad de los componentes celulares y extraer el ARN en

una fase acuosa (fase superior del gradiente).

El ARN se precipité centrifugando a 14, 000 rpm con 500 uL de isopropanocl a 4°
C durante 10 min y fue lavado con 500 pL. etanol al 75% realizando el mismo proceso
de centrifugacion. Finalmente la pastilla de ARN obtenida al fondo del tubo para
microcentrifuga fue resuspendida en 20 UL de agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) y fue almacenada a -70° C durante todo el tiempo que fue necesario hasta su

préxima manipulacion.

5. Cuantificacion y Calidad del ARN Obtenido

Para medir la concentracion del ARN obtenido y evaluar la proporcién de
pureza que presenta, se prepararon 500 yuL de una dilucion 1:100 de cada muestra
utiizando agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se empleé el
espectrofotometro GeneQuant Pro RNA/DNA Calculator (Amersham Pharmacia
Biotech) en el cual se midieron las absorbancias a longitudes de onda de 260 y 280 nm
para obtener la concentracién en pg/pL del material genético y la razén 260nm/280nm

para estimar el grado de pureza en relacién a las proteinas presentes.
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Para calcular la concentracion de ARN se aplico la siguiente formula:
[RNA pg/uL] = (Azeo X 0.040 pg/pl x B)

Donde: Azep = Absorbancia dada por el espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 260 nm.

B = Factor de dilucion.

6. Sintesis del ADN Complementario:

Para la sintesis de ADN de cadena sencilla se empled la enzima SuperScript II
Reverse Transcriptase (M-MLV RT, Moloney Murine Leukemia Virus) (Invitrogen,
U.S.A.) y Oligo dT (Oligo dT Primer, Invitrogen).

Las reacciones de transcriptasa en reversa fueron ajustadas a [5 pg] de ARN
total, se mezclaron con 1 yL dNTP’s mix 10 mM (Amersham Biosciences) mas 1 pL
de Oligo dT (Oligo dT Primer, Invitrogen) y se completé el volumen a 12 yL con H,O
Milli-Q estéril. A continuacién, la mezcla fue llevada a 65° C durante 5 min para

después ser enfriada rapidamente en hielo.

La segunda etapa de la reaccion continlla afnadiendo 4 pL de la solucidn de
reaccién al 5x (5x First Strand Buffer, Invitrogen) y 2 yL de DTT 0.1 M y posteriormente
permanecié a 42° C durante 2 min.

Finalmente, fueron afadidos 0.5 uL de la enzima RT (SuperScript Il Reverse
Transcriptase, Invitrogen) y la reaccion fue completada a 20 pL de volumen final con
H>O Milli-Q estéril. Se incubd durante 50 min a 42 ° C seguida de un periodo de 15 min
a 70° C para inactivar la reaccioén. Para conservar el ADNc obtenido, este se almaceno
ad4°C.

7. Deteccion de la Ekpresién del DC-SIGN mediante PCR convencional

La expresion del DC-SING fue detectada amplificando el gen que codifica para
tal receptor mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,

Polymerase Chain Reaction) de tipo convencional.
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Siguiendo las instrucciones para la reaccién con la enzima Taq DNA polimerasa
recombinante (Tag DNA Polymerase, Recombinant, Invitrogen) se mezclaron 5 uL de
la solucién de reaccién al 5x sin Mg*? (70x PCR Buffer minus Mg*?, Invitrogen), 1.5 pL
de MgCl; al 50mM y 0.25 pL de Tag DNA polimerasa 50 U/uL (/nvitrogen) mas 1 L de
dNTP’s mix al 10mM (Amersham Biosciences), 1 UL del Oligo 5’ (Forward Primer) y 1
WL del Oligo 3’ (Reverse Primer); finalmente se adicionaron 2 uL del ADNc templado y
la reaccion fue completada a un volumen final de 25 pL con H,O Milli-Q esteéril.

La reaccién fue llevada a cabo en un termociclador (MJ Research PTC-200) y el
programa de amplificacién inicia con la desnaturalizacion a 94° C durante 3 min
seguida de 35 ciclos consecutivos de 94° C durante 45 seg, 65° C por 30 segy 72°C
durante 1 min y 30 seg; para concluir, se elevé a 72° C durante 10 min para una

extension final de las hebras.

Las condiciones fueron establecidas para reacciones Unicas y para multiples
reacciones fue necesario preparar mastermix de reactivos. Los oligos empleados para
flanquear un fragmento del gen que codifica el receptor DC-SIGN fueron MIOS-DC-
SIGN 5’y MIOS-DC-SIGN 3’ (Ordaz Sanchez, 2005) y para validar se amplificd el gen
constitutivo Gliceraldehido 3 Fosfato Deshidrogenasa (Human GAPDH Primer;

Invitrogen).

El analisis del los productos de amplificacion de la reaccién de PCR se realizd
mediante electroforesis en gel de Agarosa al 1% empleando jugo azul para la
precipitacion de las muestras y marcador de peso molecular de 1 kb (7kb Ladder,
Invitrogen) para comparar. La deteccion de los fragmentos amplificados se llevé acabo

por tincién con bromuro de etidio (1 mg/mL).

8. Cuantificacion del ADNc Sintetizado

Para medir la concentracion del ADNc producido se prepararon 500 uL de una
dilucién 1:100 de cada muestra utilizando agua Milli-Q estéril y nuevamente se empled
el espectrofotometro GeneQuant Pro RNA/DNA Calculator (Amersham Pharmacia
Biotech) para medir las absorbancias a longitudes de onda de 260 y 280 nm con el fin
de obtener la concentracién en ng/uL del material genético sintetizado.

-27 -



JOSE MANUEL VAZQUEZ GUILLEN

9. Cuantificacioén de la Expresién del DC-SIGN

La cuantificacion del receptor DC-SIGN se logré empleando la tecnologia de
PCR Cuantitativa o de Tiempo Real aplicando el esquema de Cuantificacién Relativa
(AACt) para lo cual, GAPDH fue establecido como control endégeno y donadores no

infectados como calibradores de comparacion.

Se disefio el ensayo con sondas TagMan® (TagMan® Gene Expression Assay;
Applied Biosystems) dentro de la regidon que codifica para el receptor DC-SIGN
empleando el programa computacional Primer Express 2.0® (Applied Biosystems) para
determinar la temperatura adecuada para el alineamiento (Tm, Melting Temperature)
del par de oligonucledétidos en conjunto con la sonda. Para el control enddégeno, se
eligid un ensayo del gen constitutivo GAPDH (Human GAPDH 20x, Pre-Developed
TagMan® Assay Reagents; Applied Biosystems).

Todas las reacciones fueron ajustadas a [700 ng] de ADNc y para los controles
negativos se empleo agua inyectable comercial. Se mezclaron 10 pL de la solucién de
reaccion (TagMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems/Roche) la cual
contiene todos los componentes necesarios para la amplificacion mas 1 L del ensayo
TagMan® DC-SIGN o TaqMan® GAPDH (Gliceraldehido-3-Fosfato-Deshidrogenasa)
segun fuera el caso; la reaccidén fue completada a 20 pL afadiendo agua inyectable.
Las condiciones anteriores fueron establecidas para reacciones individuales y para
varias reacciones en una misma corrida fue necesario preparar mastermix de reactivos.

La reaccidén fue realizada empleando el termociclador de tiempo real 7500 Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems) y el programa de corrida, preestablecido para
los ensayos de sondas TagMan®, inicia con la desnaturalizacion general de la muestra
a 95° C durante 10 min seguida de 40 repeticiones consecutivas de 95° C por 15 seg
para desnaturalizacion y 60° C durante 1 min para el alineamiento y extension en
donde se efectua la deteccién de fluorescencia emitida por la degradacion de la sonda.
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Xl. ESQUEMAS DE PROCEDIMIENTOS

1. Obtencién de Células Dendriticas a partir de CMSP

FcR Blocking Reagent

— lgG humana

Non-DC Depletion Cocktail
— CD14 MicroBeads

Bloquear receptores Fc.

— CD19 Microbeads

— Ab biotinisado anti-CD1c
(BDCA-1).

Marcaje de monocitos CD14+ (LPS
binnding protein)

Marcaje de células CD19+ (Células B)

Marcaje con biotina de Células CD1c
(BDCA-1)+ (MDC1).

e

Figura 4. Marcaje Magnético de Células No-Dendriticas

e Separacion Magnética con la columna
LD en el Magneto MidiMacs.

l

columna.

Los Monocitos y las Células B
marcados son retenidos en la

Figura 5. Separacion Magnética: Deplecion de Células No-Dendriticas
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Dc-Enrichment Cocktail

— AntiBDCA-4 (Neuropilina-1)
MicroBeads. ————

— AntiBDCA-3 MicroBeads = |

JOSE MANUEL VAZQUEZ GUILLEN

Marcaje de Células Dendriticas
Plasmacitoides (PDC) .
Marcaje de Células Dendriticas
Mieloides tipo 2 (MDC2).

— AntiBiotin MicroBeads

Marcaje de Células CD1c (BDCA-1)+

(MDC1) previamente biotinizadas.

Figura 6. Marcaje Magnético de Células Dendriticas

- Separacién Magnética con la columna
MS en el Magneto MiniMacs.

l

Las Células Dendriticas
(MDC1, MDC2 y PDC)
marcadas con Microperias son
retenidos en la columna.

Figura 7. Separacién Magnética: Recuperacion de Células Dendriticas
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Xil. RESULTADOS

1. Obtencidén y Clasificacion de Muestras de Pacientes VIH-7+

Tabla 4. Historial Clinico y Epidemioldgico de los Pacientes Infectados por el VIH-1 Incluidos en
el Estudio.

Tiempo

Ano Edad al Tipo de Carga Cuenta He

Edad ) 2y 3 S el
Diagnoéstico Diagnosticar Transmision \ CD4+

Infeccion

heterosexual | 81 464

27
P-03 Jalisco 23-Feb-06 | 37 | 2004 35 heterosexual <50 350 2
30 hetsexual

P08 | Jalisco | 23-Feb-06 | 54 heterosexual

50
P-09 Jalisco 23-Feb-06 55 2000 49 heterosexual 1200 275 : 6
P-10 Jalisco 19-Ene-06 | 40 1999 30 homosexual | 186500 | 97 10
P-11 Jalisco 19-Ene06 | 33 1999 26 homosexual <50 342 7
Tipicos Progresores - Rapidos Progresores

2. Extraccién, Calidad y Cuantificacién de la Concentracién del ARN Obtenido

La calidad del ARN obtenido de cada muestra fue evaluada a través de
geles desnaturalizantes de agarosa observandose las bandas correspondientes |
al ARNr de 18s, 16s y 5s, en todas las muestras ademas de la zona de ARNm
(Figura 8).
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P-01 D-25

Figura 8. Se verific6 la calidad de todos ias
muestras de ARN a través de geles
desnaturalizantes de agarosa, observandose
las tres subunidades del ARN ribosomal.
Paciente 1 (P-01), Donador 1 (D-01).

Se prepararon diluciones 1:100 de cada muestra de ARN obtenida de pacientes
VIH+ y se midié las absorbancia a 260 nm y 280 nm para determinar la concentracion

en ug/ul (Tabla 5).

Tabla 5. Absorbancias obtenidas en el espectrofotémetro del ARN.

Clave Id - Abs T Abs Concentracion - Ratlo

4 | 260nm 280nm de ARN [ng/ulL] 260/280 1
[ P-01 0.114A 0.082A 0.5 1.350
P02 0.099A 0.078A 0.4 1.269
P-03 0.210A 0.167A 0.8 1.257
P-04 0.134A 0.111A 0.5 1.207
P-05 0.277A 0.228A 1.1 1.215
P06 0.076A 0.066A 0.3 1.152
P-07 0.207A 0.179A 0.8 1.156
P-08 0.449A 0.390A 1.8 1.151
P09 0.109A 0.065A 0.4 1.677
P-10 0.949A 0.646A 3.8 1.469
P-11 0.400A 0.290A 1.6 1.379

Dilucién 1:100 de cada muestra de ARN. En azul los pacientes répidos progresores,
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3. Concentracién de ADNc Sintetizado

Con el fin de evaluar la concentracion del ADNc sintetizado, fue necesario
preparar diluciones 1:100 de cada muestra de ADNc y se midieron al
espectrofotémetro las absorbancias a 260 y 280 nm para obtener la concentracién en

png/pl (Tabla 6).

Tabla 6. Concentracién del ADNc sintetizado.

R e, S N T g - 4 w ph—r
Clave Id Zgg,:m 2:0b:m dioxgzr::r[:;;ﬁt] g
| 2 % i i
P-01 0.306A 0.205A 1.5
P-02 0.323A 0.215A 16
P-03 0.335A 0.219A 1.7
P-04 0.315A 0.202A 1.6
P-05 0.282A 0.187A 1.4
P-06 0.322A 0.210A 1.6
P-07 0.317A 0.211A 1.6
P-08 0.335A 0.214A 1.7
P-09 0.392A 0.2417A 20
P-10 0.436A 0.284A 22
P-11 0.076A 0.077A 04

Dilucion 1:100. En azul los pacientes répidos proaresores

4. Deteccion de la Expresion mediante PCR convencional

Empleando el ADNc sintetizado se montaron reacciones de PCR Convencional
para amplificar un fragmento del gen que codifica para el receptor DC-SIGN
empleando los oligonucleétidos MIOS DC-SIGNS’y MIOS DC-SIGN3’ (Ordaz Sanchez,
Dic. 2005) asi como para el gen constitutivo GAPDH, todas las reacciones fueron
preparadas dentro de una campana de flujo exclusiva para PCR y bajo minuciosas
condiciones de esterilidad.

Se logré émplificar el control endégeno GAPDH solo de ios pacientes infectados
04, 05, 07, asi como del donador no infectado D-25 (Figura 9) mientras que no fue
posible demostrar la deteccion del receptor DC-SIGN.
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1Kb P-04 P-05 P-07 D-25

Figura 9. Amplificacion de GAPDH mediante

506/517ph PCR Convencional. Agarosa al 1%

5. Cuantificaciébn de la Expresion del Receptor DC-SIGN mediante PCR
Cuantitativo en Tiempo Real

5.1 Disefio del Ensayo con Sondas TagMan®

A partir de la secuencia nucleotidica de ARNm del DC-SIGN (mRNA; CD-209
Homo sapiens, NCBI GeneBank NM 021155) se disefiaron el par de oligonucledtidos y
la Sonda TagMan marcada con FAM™ empleando el programa Primer Express 2.0 de
Applied Biosystems.

Con el analisis previo de identidades empleando el programa NCB/ BLAST (National
Center for Biotechnology Information; E.U.A.) fue posible discriminar dos regiones de
alta homologia con el receptor L-SIGN (Tabla 8).

Las caracteristicas del Ensayo se muestran en la tabla 7.
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TABLA 7. Caracteristicas de cada uno de los componentes del Ensayo TaqMan®
para el receptor DC-SIGN.

Oligo 5' (Forward)

Secuencia: gtccctcagtggagcaagtt

Tm: %G-C: Sitio: 3 689 - 3 708 Tamano: 20b

Oligo 3’ (Reverse)

Secuencia: ticgtttctectictticaaggac

Tm: %BG-C: Sitio: 3724 -3 745 Tamano: 22b

Sonda TagMan®

Secuencia: cctactagegttict

Tm: 73.5° %G-C: 60 Sitio: 3709 -3723 Tamario: 15b

=35



JOSE MANUEL VAZQUEZ GUILLEN

Tabla 8. Secuencia nucleotidica del receptor de Células Dendriticas DC-SIGN.

tggggtgacatgagtgactccaaggaaccaagactgcagcagctgggectcctggaggaggaacagectgagaggecttgga
ttccgacagactcgaggatacaagagcttagcagggtgtettggeccatggteccectggtgectgcaactectetecttcacg
ctcttggctgggectccttgtccaagtgtccaaggtcecccageteccataagtcaggaacaatccaggcaagacgcgatctac
cagaacctgacccagcttaaagctgcagtgggtgagctctcagagaaatccaagectgcaggagatctaccaggagectgace
cagctgaaggctgcagtgggtgagecttccagagaaatctaagetgcaggagatctaccaggagectgacccggctgaagget
gcagtgggtgagcttccagagaaatctaagctgcaggagatctaccaggagctgacctggectgaaggectgecagtgggtgag
cttccagagaaatctaagatgcaggagatctaccaggagctgactcggctgaaggctgcagtgggtgagecttccagagaaa
tctaagcagcaggagatctaccaggagctgacccggectgaaggectgcagtgggtgagectteccagagaaatctaagecageag
gagatctaccaggagctgacccggctgaaggctgcagtgggtgagecttccagagaaatctaagecagcaggagatetaccag
gagctgacccagctgaaggctgcagtggaacgcctgtgccacccctgtcecctgggaatggacattcttccaaggaaactgt
tacttcatgtctaactcccagcggaactggcacgactccatcaccgectgcaaagaagtgggggeccagectegtegtaate
aaaagtgctgaggagcagaacttcctacagctgcagtcttccagaagtaaccgettcacctggatgggactttcagatcta
aatcaggaaggcacgtggcaatgggtggacggctcacctctgttgecccagecttcaagcagtattggaacagaggagagcce
aacaacgttggggaggaagactgcgcggaatttagtggcaatggctggaacgacgacaaatgtaatcttgccaaattctgg
atctgcaaaaagtccgcagecctcctgectccagggatgaagaacagtttctttectecagececctgeccacecccaaaccececct
cctgcgtagcagaacttcaccceccttttaagectacagtteccttecteteccatecttecgaccttcacaaaatctetgggactyg
ttctttgtcagattcttcctcctttagaaggctgggtcccattectgtecttecttgtcatgectccaattteccectggtgta
gagcttgtttttctggcccatccttggagctttatgagtgagectggtgtgggatgectttgggggtggacttgtgttceccaa
gaatccactctetctteccttttggagattaggatatttgggttgecatgtgtagectgetatgtecectggggegttatete
atacatgcaaacctaccatctgttcaacttccacctaccacctcctgcacccectttgatcggggacttactggttgcaaga
gctcattttgcaggctggaagcaccagggaattaattccecccagtectaccaatggcacccagagagggcatggaggetceca
cgcaaccccttccacceccacatcttectttgtecttatacatggecttecatttggectgtttctaagttgtattectttattt
tattattattattactatttttcgagatggagtttcactecttgtegetcaggetggagtgccatggecgegatcttggetcea
ctgcaacctctgcctceccgggttcaagtgattctecctgectcagecctcacgagtagetggaattacaggcaggecgeccacca
ggcccggctaattttttgtatttttagtacagacggggtttcteccgtgttggtcaggectggtcttgaactccecgacctcag
atgatctgcccgectecggectcecccaaaattgectgggattacaggtgtgageccaccgegectggectattattttttgtaag
aataaaacaggtttactgggatttgggactctgaacagttctgtctctactacctgatctcctecctaccacgactttggga
tctagaggagctttggctccggetgtgacggctecggecgttctcactgeggectgcaccggecceccgetgeggtcactatt
tcttectctgecttggtgaattgtgectctectggectetttgacatgtgctagtgagatttecttecttttectttecggatte
cccatttcttttgtaggaatggtctggactagggttctccttccecegcagectgtagtattcategtggtggecccatecte
tctctececccttggagetecttgeccaaaggaggagacaagcagaggtctctattggatttctcaacacctgaagaaagttgea
gtgttttcctcttggacattgttgtatttcaaataaaccacaaatcatcattttccaccgagccactgggcagaattcaca
ctgaagctgtcgtcctgegtacataccatcgtccgttaaacagagaaagagctgettggcattcttetteccgactggtact
gaacatatatacttgcccctcaggtgaggttccaagttgcaactgaccttgaactgaatcactctecccacgttatttttt
aattactatttttttttaaagatggggtcttgctctgtcgeccaggectggagtgcagtggegecgatectaggectcactgcaac
ttccgectececegggttcaagegattectecectgectcagectceccgagtagetgggactctactaaaagtacaaaaattaget
ggcgtgcaccaccgegcccagctaattcttgtatttttggtagagacggggtttcaacatgttgaccaggatggtctcgat
ctcttgacctegtgattegecececgecgegtectecccaaagtgetgggattacaggectgagecaccgegeccagtectetecce
cacgttcttgaactcgggcagcacatcctcacagaaatctaggaactgttggtaggtttcecttectegetgtactecagget
tgcttcggagtcatagtcatcecctectgcactgectectttccaaacactgtaaacatgecttttaataagaagggtaggact
ggatgttgggaaatcatgtgaacatctatctccaaatctgcaagctcctgttttactgtagaagggacaattaactccate
cttctccatgactctgaaatccaagggggggttceccecgggttttgecatgtggegecatttteccaactcattttcagectgat
ccagcatcttctggacagettccggtttttgtttecttctgtegtttectgttectectectetetetetttectetgetgtt
cttcccattgttcecctttaactttcgetecttgttettgecgttttctageccacctecttecttttecttctttattctgaatt
cttcttgtgecttctgetectectcagcaaccactcecctcatgtaatectittgectctctetteccccatagettttctagttgtt
gtttttcaataaaagtgtcctecctctttctgtgagagtecctyg
gccctgtactttttgtggettggtttctctggaaatgtcaccttttcgggegecagecatet
tgccggcaccgeececgececctetagttgtatectttataataaaatggtaaacattgtaaccgcagattcageccaatcetg
gttcaactttgtgtaataaaatggcgagttgtttttcagttgtcgtggacccccaggttgcaagttacataccectgggcat
gtccagatgaacgaagcgtgcaaatccacgtggaacctaagtgctcagactgaggaacagggactgagttaagaagtggac
accacgtggcatgatccttgatccaatcagattgagccctggecgtgatccagtcagatcaagectectgaatececctecatt
acaagatccaatcatatcatgcctcactaccctctgtatataaaatctgeccccagectccaacttggagagacagatttgg
gccagactcctgtgtecttgettggectgecttgecaataaatttttectectectaca

*En amarillo se muestra la homologia con el receptor L-SIGN (DC-SIGNRY); en negro el par de
oligonucledtidos y el color verde indica ta zonda de la Sonda TagMan® marcada con FAM.
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5.2 Cuantificacién de la expresion de GAPDH y DC-SIGN mediante PCR
Cuantitativo en Tiempo Real,

A partir del ADNc de cada muestra de pacientes V/H+, asi como de donadores
sin infeccién fue cuantificada la expresién mediante PCR en Tiempo Real utilizando el
ensayo TagMan® para DC-SIGN previamente disefiado y bajo las condiciones descritas
previamente; la deteccidén de fluorescencia emitida por los reporteros (FAM para el
caso de DC-SIGN y VIC para GAPDH) fue detectada durante la fase de anillamiento y
extension. La manipulacién de fas muestras fue llevada a cabo dentro de una campana
de uso exclusivo para PCR procurando disminuir los riesgos de contaminacion.

5.2.1 Deteccion de Fluorescencia emitida.

Tabla 9. Niveles de la intensidad de fluorescencia registrada al punto de corte
(Ct) en el PCR en Tiempo Real del DC-SIGN y el gen constitutivo GAPDH.

GAPDH
Threshold 0.09725252
CtRep 1 Ct Rep 2

27.530 27.472
30.439 30.251
28.289 - 28.298
28.415 28.458
32.397 32.343
32.353 32.351
30.606 30.757
31.158 31.123
32.283 32.190
31.332 31.269
29.239 29.460
31.149 31.095
27.234 27.842

En letra azul los pacientes considerados répidos progresores, en negro los tipicos progresores y el
rojo identifica a los denadores sin infeccién.
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5.2.2 Cuantificacibn de la Expresién del DC-SIGN mediante el
método AACt {Tabla 10)

D25

Replica# | 31.149 3.231 0 1 1 2
Replica#2 | 31.085 3.403 0 1

P-61
Replica #1 27.234 3.218 0 1 1 _
Replica #2 | 27.842 2.597 0 1

P-01

Replica#1 | 27.530 6.995 3.678 | 0.07812889

0.067542612| 0.01497126

Replica#2 | 27.472 7.451 4.134 | 0.05695633

P-02

Replica#1 | 30.439 4.377 1.06 0.47963206

0.463882705| 0.02227295

Replica #2 | 30.251 4.475 1.158 | 0.44813335

P-03

Replica #1 | 28.289 7.906 | 4.681 | 00389833 |4 g4n094675| 0.00157172

Replica#2 | 28.208 7.918 4.601 | 0.04120605

P-04

Replica#1 | 28.415 9.685 6.268 | 0.01297609

0.016424867 | 0.0048773

Replica #2 | 28.458 8.97 5.653 | 0.01987364

P-05

Replica#1 | 32.397 3.799 0:482 | 0.71598437

0.815541769 | 0.14079542

Replica#2 | 32.343 3.445 0.128 | 0.91509917

P-06

Replica#1 | 32.353 4.189 0.872 | 0.54638887

0.54905287 | 0.00376747

Replica#2 | 32.351 4.175 0.858 | 0.55171687

P07

Replica#1 | 30.606 4.027 0.71 0.61132014

0.673461756 | 0.08788152

Replica#2 | 30.757 3.76 0.443 | 0.73560337

P-08

Replica#1 | 31.158 3.938 0.621 | 0.65022007

0.64330877 | 0.00977406

Replica#2 | 31.123 3.969 0.652 | 0.63639747

P-09

Replica#1 | 32.283 3.888 0.571 | 0.67315003

0.637818096 | 0.04996691

Replica#2 | 32.190 4.048 0.731 | 0.60248616

P-10

Replica#1 | 31.332 4.237 0.92 | 0.52850902

0.568646015| 0.05676228

Replica#2 | 31.269 4.033 0.716 | 0.60878301

P-11

Replica#2 | 20460 | 35155 | 5695 | 2.378 | 0.1923759

En letra azul los pacientes considerados répidos progresores, en negro los tipicos progresores y el rojo
identifica a los donadores sin infeccién.
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Figura 10. Andlisis de la expresion del receptor DC-SIGN en pacientes Tipicos y
Rapidos Progresores comparada con donadores no infectados. Para la Prueba T de
Student se logré que, P-01, P-03, P-04 y P-06 P<0.005; P-02 y P-08 P<0.010; P-09, P-
10 y P-11 P<0.050; P-07 P<0.100; P-05 P<0.500
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6. Validacién detl experimento de PCR Cuantitativo en Tiempo Real.

Para la determinar la eficiencia del Ensayo se realizaron diluciones seriadas
(2,000 ng, 1,000 ng, 500 ng y 250 ng) de una de las muestras y se probaron tanto para
el receptor DC-SIGN como para el control endégeno GAPDH.

Los resultados fueron analizados en una curva de regresion lineal (curva de
calibracion) teniendo en cuenta que el valor de regresién (R2) debe presentarse
cercano a 1y la pendiente alrededor de -3.32 (Figuras 10y 11).

2 Standard Cuive .
Detecor: IW-MN vi
& Slope: 3.045403
ar Intercept 41 726593
RZ. 0982924

160 2 220 240 280 280 3 320 140
Log CO

Figura 11. Curva de Regresion lineal del Ensayo para DC-SIGN en donde se muestra una
pendiente de -3.049 y R2=0.982924
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Figura 12. Curva de Regresion lineal del Ensayo para GAPDH en donde se muestra una
pendiente de -3.335486 y R2=0.989390
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Figura 13. Gréfica obtenida de! PCR en Tiempo Real del receptor DC-SIGN de pacientes
ViIH-1+. En color verde se muestra el umbral de deteccién Ct (Threshold Cycle).
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Figura 14. Gréfica obtenida del PCR en tiempo real del gen constitutivo GAPDH de
pacientes ViH-7+. En color verde se muestra el umbral de detecciéon Ct (Threshold

Cycle).
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XIlI. DISCUSION

Esta ampliamente descrito que la forma mas frecuente de transmision del Virus
de Inmunodeficiencia Humana es por exposicion sexual; de ésta forma, logra alcanzar
las principales zonas del sistema inmunolégico pasando a través de superficies
mucosas. Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en la diseminacién del
virus aun no han sido definidos, sin embargo se ha determinado que las Células
Dendriticas inmaduras residentes en la piel y superficies mucosas son la primera
poblacién celular en interactuar con el VIH-1 en los sitios de infeccién primaria.

En el 2003, Yvette Van Kooyk y colaboradores reportaron que la infeccién de
estas células a través del marcador de superficie CD4" ocurre de forma casi nula y
demuestran otro aspecto molecular en la infeccidn y propagacion del VIH-1. Las
Células Dendriticas pueden capturar al virus y transportarlo directamente a los ganglios
linfaticos, originando asi una infeccidn ampliamente diseminada. La base de esta
hipétesis radica en la identificaciéon del receptor DC-SIGN, el cual media la union de las
Células Dendriticas con el V/IH-1 y el transporte subsiguiente a células T permisivas

(Geijtenbeek y colaboradores; 2000).

Es asi como, en este trabajo, se ha contemplado que las Células Dendriticas
representan una poblacién celular involucrada en los mecanismos de diseminacidn
viral, en donde los receptores moleculares como el DC-S/GN llegan a tomar un lugar

determinante en los procesos inmunopatoldgicos y de la progresién a S/IDA.

Las causas por las cuales los pacientes progresores rapidos evolucionan a
SIDA en menos de dos o tres afios a partir de la seroconversion mientras que en otros,
este proceso dura alrededor de diez anos (Haynes, 1996) aun se desconocen, sin
embargo, se han propuesto varios mecanismos que explican estas diferencias en los
que se incluyen aspectos genéticos, virologicos e inmunologicos (Pantaleo, 1993). Un
fino balance entre estos mecanismos finalmente determina el curso de la infeccién por
el virus.

El DC-SIGN es expresado tanto por Células Dendriticas derivadas de
monocitos in Vitro como por células CD34" y de forma especifica por las CD14". Estas
ultimas son precursores de las CD en sangre periférica (Van-Kooyk, 2003). Lo anterior
fue corroborado en un estudio previo realizado por Ordaz Sanchez en el 2005, al lograr
identificar un fragmento de la regién codificante para el receptor DC-SIGN en células

mononucleares totales extraidas de pacientes infectados en diferentes estadios de la
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enfermedad. Por otra parte, Frédéric Baribaud en el 2002 publicé estudios sobre la
expresion del DC-SIGN en células dendriticas derivadas de monocitos (CD74"), éstos
ultimos fueron aislados de donadores no infectados, en donde reporté altos niveles de
expresion del receptor. Es importante mencionar que, en el 2001 se publicaron
deficiencias bioquimicas que se traducen en deficiencias funcionales en Células
Dendriticas derivadas de monocitos (Martin Thurnher, 2007).

Para el presente trabajo, se implementd un novedoso sistema de aislamiento de
de Células Dendriticas a partir de mononucleares de sangre periférica, el cual permitié
realizar el estudio de expresion génica de forma especifica en las Células Dendriticas
aisladas de individuos con infeccién por VIH-1 y asi, evaluar el comportamiento de la

expresion del receptor durante una infeccién en pacientes.

La identificacion del DC-SIGN mediante la PCR Convencional empleando los
oligonucledtidos MIOS DC-SIGN5’ y MIOS DC-SIGN3’ disefados por Ordaz Sanchez
en el 20056 no fue posible debido a que, por una parte, en una persona sana las
Células Dendriticas representan alrededor del 1% del total de las Células
Mononucleares en sangre periférica y por otro lado, la disminucion celular que sufren
los pacientes con inmunosupresion que es caracteristico en una infeccién por VIH, la
técnica de PCR convencional cuyo alcance esta en orden de nanogramos no alcanza a
detectar la regidn que codifica para el receptor. Para la evaluacién de la expresidn
génica es necesaria una cantidad considerable de ARNm que es dificil de obtener
cuando el nimero de muestras es limitado 6 cuando la poblacién celular en estudio se

presenta disminuida (Ordaz Sanchez, 2005).

Con la introduccién del PCR Cuantitativo en Tiempo Real se logra un avance
muy importante gracias a que es al menos 10 veces mas sensible que la PCR
convencional, lo que incrementa las posibilidades de deteccién cuando se trabaja con
cantidades limitadas de ADNc o ARNm. Stephen A. Bustin indica que el PCR
Cuantitativo en Tiempo Real es la técnica para la deteccion y cuantificacién por
excelencia y por lo tanto, podemos decir que gracias a su alta sensibilidad la deteccién
del receptor DC-S/GN fue llevada a cabo mediante ésta técnica.

Con respecto a la cuantificacién del receptor, se aplicé el esquema de
Cuantificacion Relativa (AACY) para lo cual, GAPDH fue establecido como control
endégeno y donadores no infectados como calibradores de comparacién. Los
resultados observados en este trabajo, no muestran diferencias significativas en la
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expresion del receptor de Células Dendriticas DC-SIGN presentes en pacientes de
progresion tipica y rapida al SIDA comparada con la expresién en individuos no
infectados, concordando de esta forma con la informacion encontrada en el estudio de
mononucleares presentado por Ordaz Sanchez en el 2005 en la poblacién de

pacientes tipicos y rapidos progresores a S/IDA.

Los niveles circulantes de lectinas unidas a manosa (MBL) como el DC-SIGN
son factores que pueden influir en la evolucion de la enfermedad. Estudios realizados
por Cintia Nobile en el 2003, muestran que los individuos con altos niveles circulantes
de MBL tienen una mayor probabilidad de infeccién de las células T por el VIH-1 y por
ende una mayor probabilidad de progresién a SIDA, con lo que se puede inferir que,
una alta expresion de DC-SIGN podria mostrar un incremento en la transmision del
VIH-1 a células del sistema inmunolégico. Nosotros no encontramos una mayor
expresion del receptor en los pacientes incluidos en este estudio en comparacién con
los donadores no infectados sin embargo, dado que el numero de pacientes incluidos
es limitado y que es necesario tener informacioén sobre los pacientes que, en ausencia
de terapia antiretroviral, logran mantenerse en el periodo de latencia de la infeccién
durante mas de 10 afos sin presentar sintoma alguno del estado de S/DA aun no se
puede descartar la participaciéon del DC-S/IGN en la progresion a SIDA.

- 44 -



JOSE MANUEL VAZQUEZ GUILLEN

XIV. CONCLUSION

El presente trabajo, realizado en pacientes considerados tipicos y rapidos
progresores a SIDA ademas de donadores no infectados, nos ha permitido;

1. Aislar Células Dendriticas a partir de Células Mononucleares de Sangre

Periférica.

2. Detectar la expresion del receptor DC-SIGN en Células Dendriticas de sangre

periférica.
3. Cuantificar la expresioén génica del receptor DC-SIGN

No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion del
receptor de Células Dendriticas DC-SIGN en los pacientes Tipicos y Rapidos en
comparacién con donadores no infectados sin embargo, aun no es posible concluir
de forma determinante que los niveles de expresion del receptor no estan
relacionado con la progresién Tipica y Rapida al SIDA debido al numero limitado de

pacientes incluidos en este estudio.
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XV. PERSPECTIVAS

Las Células Dendriticas representan una poblacién celular de alta importancia
gracias a las funciones que desempefian, especialmente en los procesos
inmunopatolégicos durante la infeccién por VIH, por otra parte, los mecanismos por los
cuales los pacientes alcanzan el estado S/DA a diferentes tiempos después de la
seroconversion a un no han sido definidas y creemos que las Células Dendriticas

pueden estar involucradas en éste proceso.

Algunas mutaciones y cambios morfolégicos en el DC-SIGN asi como nuevos
estudios en niveles de expresion de otros co-receptores contribuiran de forma
significativa a entender la biologia de las Células Dendriticas durante la infeccién por
VIH.
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