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Abreviaturas y acronimos

APC: Aloficocianina

APC-Cy7: Aloficocianina-Cianina 7

mARN: Acido ribonucleico mensajero

ADN: Acido desoxirribonucleico

CENSIDA: Centro Nacional para la Prevencion y el Control del VIH vy el sida
Cdk: Cinasa dependiente de ciclina (por sus siglas en inglés)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FITC: Isotiocianato de fluoresceina

FMO: Fluorescencia menos uno (por sus siglas en inglés)

GALT: Tejido Linfoide Asociado a Intestino (por sus siglas en inglés)
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (por sus siglas
en inglés)

HLA: Antigeno Leucocitario Humano (por sus siglas en inglés)

IL: Interleucina

IMF: Intensidad Media de Fluorescencia

INER: Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

mM: Milimolar

Tewm: Linfocitos T de memoria central

Tew: Linfocitos T de memoria efectora

TRITON: t-octylphenoxypolyethoxyethanol (por sus siglas en inglés)
ONUSIDA: Organizacion de las Naciones Unidas para el SIDA

PE: Ficoeritrina (por sus siglas en inglés).

PBMC: Células mononucleares de sangre periférica (por sus siglas en
inglés)

PBS: Amortiguador salino-fosfato (por sus siglas en inglés)

PFA: Paraformaldehido

PKC: Proteina cinasa C

PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato (por sus siglas en inglés)

rpm: Revoluciones por minuto



SFB: Suero Fetal Bovino

Sida: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
TCR: Receptor de Célula T (por sus siglas en inglés)
VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana

VIS: Virus de Inmunodeficiencia de Simio



1. Introducciéon

1.1 Generalidades de la infeccion por VIH

Han pasado 30 afios desde el descubrimiento e identificacion de una familia de
retrovirus linfotrépicos humanos mortales, ahora conocidos como virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (1-3) que hoy en dia continia siendo un problema

importante de salud en todo el mundo.

El VIH es miembro del género Lentivirus en la familia Retroviridae. También se le
llama retrovirus debido a que su genoma se transcribe de ARN a ADN dentro de la
célula, a través la enzima viral transcriptasa reversa. Este ADN entra al nucleo y se

integra en el cromosoma celular (4).

El VIH fue descubierto debido a su asociaciéon con el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (sida) (4). Hay evidencia de que el profundo dafio a la
respuesta inmune celular debido a la deplecién de las células T CD4*y a la pérdida

de su funcion, es la causa de la inmunodeficiencia presente en los pacientes (5).

Las células T son una de las poblaciones celulares mas importantes debido a su
actividad contra patdégenos e irbnicamente, estas también son las células que hacen
al hospedero mas vulnerable al VIH (6). Dalgleish y colaboradores (7) fueron los
primeros en llegar a esta conclusién y proporcionaron evidencia de que los linfocitos
T CD4* son blancos del VIH.

1.1.1 Epidemiologia

Datos de ONUSIDA revelan que en el mundo se ha detenido y revertido la
propagacion del VIH. Se ha logrado una reduccion de la epidemia. Las nuevas
infecciones por el VIH y las muertes relacionadas con el sida han disminuido en
gran medida desde el punto maximo de la epidemia. Sin embargo, pese a que las
nuevas infecciones por el VIH han disminuido, todavia hay un numero
inaceptablemente alto de nuevas infecciones por el VIH y de muertes relacionadas
con el sida cada afo. En 2014, 36,9 millones de personas de todo el mundo vivian
con el VIH y el numero de personas con el virus sigue aumentando. Alrededor de 2
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millones de personas se infectaron con el VIH y 1,2 millones de personas murieron

de enfermedades relacionadas con el sida (8).

De acuerdo con la tipologia de ONUSIDA, México tiene una epidemia concentrada,
la cual afecta principalmente alas siguientes poblaciones clave: hombres que tienen
sexo con otros hombres, usuarios de drogas inyectadas, trabajadores vy

trabajadoras del sexo comercial, personas transgénero, transexual y travestis (8).

Segun estimaciones conjuntas realizadas por ONUSIDA-CENSIDA, en Meéxico
existian 180 mil personas viviendo con VIH y sida (rango: 140,000-230,000) a finales
del 2013. Es por esto que es necesario investigar la patogénesis de la infeccion por
el VIH que permita el desarrollo de un mejor diagnéstico, un mejor tratamiento o un

posible fin a la epidemia por VIH (9).

1.1.2 Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacion del VIH es complejo y su duracion y resultados dependen del
tipo de célula y su activacion (10). En las primeras etapas, el VIH entra a las células
sin causar dafos letales inmediatos pero el proceso de entrada puede estimular
cascadas de senalizacion intracelulares, que a su vez pueden facilitar la replicacion
viral (11,12). Como se muestra en la Figura 1.1, las dos moléculas de la envoltura
de VIH, la glicoproteina externa (gp120) y la proteina de membrana (gp41), forman
los picos de la superficie del virion (13). Durante el proceso de entrada la
glicoproteina gp120 ataca a la membrana celular mediante la unién al receptor CD4
(células CD4%) (13,14) e induce la union de la glicoproteina gp120 a los receptores
de quimiocinas CCR5 o CXCR4. Esta segunda interaccion induce cambios en la
estructura de la gp41 que expone en la region N-terminal, un dominio altamente
hidrofébico que se ancla en la membrana plasmatica. Esta estructura inestable
genera un movimiento de union de los dominios gp41 y durante este proceso de
cierre o plegamiento, la membrana plasmatica y viral se aproximan y fusionan. Una
vez fusionadas las membranas viral y celular, se produce la internalizacion de la

nucleocapside y la decapsidaciondel genoma virico. En este proceso, las proteinas



Figura 1.1. Esquema del ciclo de replicacién viral del VIH-1. Figura tomada de Alcami et al. 2011
(15).

de la capside se desensamblan y liberan el genoma viral (15).

El proceso de sintesis de ADN a partir del ARN viral o retrotranscripcion es realizado
por el complejo enzimatico de la transcriptasa reversa. Sin embargo, en un linfocito
en reposo la retrotranscripcion se produce de forma incompleta y es necesario
activar la célula infectada para que finalice, ya que este proceso depende de los
niveles de nucledtidos y la accion de factores celulares que se inducen en el curso
de los procesos de activacion y proliferacién celular. Si la activacion no se produce,
el ARN y el ADN incompletamente retrotranscritos son degradados en un lapso de

3y 15 dias porlas nucleasas celulares (16).

Una vez sintetizado, el ADN proviral se acopla a una serie de factores celulares y
virales (Vpr) formando el complejo de preintegracién. Este complejo es transportado

al nicleo donde se integra en el genoma del hospedero, lo que constituye la forma



proviral del VIH. EI ADN no integrado representa el 90% del ADN viral existente en
linfocitos circulantes y su forma lineal constituye un reservorio susceptible de
integracion si la célula es adecuadamente activada. En cada célula infectada se

integran entre 3 y 4 copias de ADN proviral.

A partir del estado de integracion, el VIH puede permanecer latente, replicarse de
forma controlada o experimentar una replicacion masiva con el consiguiente efecto
citopatico sobre la célula infectada. A partir del estado de provirus integrado, la

replicacion del VIH comienza mediante la transcripcién del genoma viral (15).

Una vez iniciada la sintesis del ARN viral, la expresion de la proteina viral Tat
aumenta la tasa de transcripcion del genoma del VIH y permite la elongacion
completa del ARN viral. Posteriormente las proteinas virales deben ser procesadas
antes de ensamblarse para formar las particulas maduras. La maduracion final de
los viriones y el ensamblaje correcto de las proteinas virales se produce durante la
gemacion a través de la membrana celular mediante la accién de la proteasa viral
que procesa las poliproteinas gag y gag-pol y permite formar particulas virales
maduras. Una vez que se produce la gemacion de los viriones, estos son liberados

al espacio extracelular (15).

1.1.3 Historia natural de la infecciéon

El VIH infecta principalmente a las células T CD4* de memoria activadas que

expresan CCR5 (17,18), eventualmente, la pérdida de estas células culmina en sida,
es el sello de la enfermedad por VIH (19-21). En la Figura 1.2, se muestra el

esquema de la historia natural de la infeccion del VIH que se describe a

continuacion.

La carga viral en sangre se detecta a partir de la primera semana de la infeccion y
aumenta exponencialmente, lo que refleja la expansion de la infeccion por el VIH en
ausencia de una respuesta inmunitaria especifica frente al virus. Tras el contacto
con el VIH, se inicia un periodo ventana de 4 a 12 semanas, que corresponde a la

fase de primoinfeccion durante la cual no es posible detectar la presencia de una



respuesta humoral ni celular frente al VIH a pesar de existir niveles de viremia muy
elevados. En este escenario, el virus se propaga con velocidad a partir de un
pequefio numero de células infectadas y se produce la destruccién masiva de los
linfocitos CD4* activados, muy especialmente en el sistema GALT (tejido linfoide
asociado a intestino, por sus siglas en inglés). Este acontecimiento probablemente
representa un elemento esencial en la patogenia de la infeccidn, ya que la ausencia
de recuperacion del sistema GALT permite una translocacion de productos
bacterianos aumentada y sostenida que contribuyen a la activacion inmune crénica

y la posible senescencia del sistema inmunitario (22-25).
-Infeccion croénica

La respuesta inmunitaria restringida por el sistema HLA (antigeno leucocitario
humano, por sus siglas en inglés) se genera aproximadamente a las 12 semanas
de la infeccion y genera, tanto anticuerpos especificos, como linfocitos CD8 con
actividad citotoxica frente al VIH. La puesta en marcha de estos mecanismos de
inmunidad especifica consigue un control casi completo de la replicacion viral y
provoca una caida brusca de la viremia que alcanza un nivel relativamente estable
y que varia en cada paciente. Esta viremia basal oscila entre niveles indetectables
y superiores a cientos de miles de copias, un parametro que refleja el nuevo
equilibrio producido entre la replicacion viral y el control inmunitario y que representa
un marcador pronostico de la velocidad de evolucién a sida (26). La generacién de
una respuesta inmunitaria especifica es, sin embargo, incapaz de erradicar el virus
que se ha establecido en distintos reservorios en los que se replica de manera
persistente. Se genera, por tanto, una presién inmunolégica mantenida frente a la
replicacion viral que obliga al virus a producir de manera continua variantes de
escape a la respuesta inmune que, a su vez, modifica su espectro de actividad para
neutralizar las nuevas variantes virales. Esta fase de accién y adaptacion por parte
del virus y el sistema inmunoldgico caracteriza la fase crénica de la infeccion que
se mantiene de 6 a 10 afos (27). La falta de atenuacion de la respuesta refleja, por
una parte, la intensidad y la cronicidad de la replicacion viral que sigue estimulando

persistentemente el sistema inmunitario mediante la generacion continua de



variantes de escape y, por otra, la capacidad del sistema inmune para generar
nuevos clones celulares y anticuerpos para controlar durante largos periodos la
replicacion masiva que se produce a lo largo de toda la enfermedad. Sin embargo,
durante esta etapa cronica el sistema inmunitario pierde progresivamente su
capacidad de control sobre el VIH, las variantes de escape infectan y destruyen
linfocitos CD4 y la sobrecarga antigénica proveniente de muiltiples fuentes. Esto
hace que exista una activacion continua del sistema inmunitario, lo que provoca
alteraciones en la maduracion y activacién de linfocitos CD4 y CD8 y un

envejecimiento precoz del sistema (15).
-Sida

Los estadios finales de la enfermedad se caracterizan clinicamente por la aparicién
de infecciones oportunistas, desde el punto de vista inmunolégico por el descenso
del numero de linfocitos CD4 (menos de 200 células/ul de los linfocitos T CD4*
totales (28)) y virolégicamente por la elevacion de la carga viral. Esta replicacion
acelerada permite una mayor generacion de mutantes, lo que a su vez aumenta las
posibilidades de evasion viral y la seleccion de variantes mas citopaticas. En esta
etapa se observa un deterioro de la respuesta humoral y celular frente al VIH:
disminuyen los niveles de anticuerpos y la actividad citotoxica y el numero de
linfocitos CD8. El paciente alcanza asi el punto critico de deterioro inmunoldgico

que permite la aparicion de enfermedades oportunistas y originan el sida (15).



Figura 1.2. Esquema de la historia natural de la infecciéon por VIH. Figura modificada de Grossman
et al. 2006 (29).

1.2 Linfocitos T CD4* de memoria

La memoria es el sello distintivo del sistema inmune adquirido, es el resultado de la
expansion clonal y diferenciacion de linfocitos especificos al antigeno que en ultima

instancia persisten por periodos prolongados (30).

Las subpoblaciones de células T pueden definirse por su especificidad, fenotipo,
grado de maduracién, localizacién o funciones que realizan después de la
estimulacion, y cualquiera de estos parametros pueden ser afectados por la
infeccion del VIH (27).

Existen dos categorias principales de linfocitos T CD4*y CD8*: células virgenes al
antigeno (naive) y expuestas al antigeno (de memoria). Las células T de memoria
son una poblacién fenotipicamente heterogénea que puede dividirse a grandes
rasgos en dos grupos: i) Células T de memoria central (Tcm) que circulan dentro del
tejido linfoide secundario a través de la sangre y los canales linfaticos, expresan

CCR7 y CD62L, los cuales permiten el trafico al tejido linfoide y la recirculacion



(31,32). Y ii) células T de memoria efectora (Tem) que migran de los tejidos linfoides
secundarios hacia sitios efectores extralinfoides, tales como el intestino, la lamina
propia y el epitelio (33). Estas ultimas células carecen de la expresion de CCR7 y
CD62L, pueden responder activamente al antigeno (por ejemplo VIH) y volverse
células efectoras; estas células después de ser activadas pueden sobrevivir

alrededor de una semana. (4).

Las células Tcw producen rapidamente citocinas por exposicion al antigeno, como
IL-2 (34). Reducen su expresion de CCR7, proliferan y transitan a los 6rganos
periféricos volviéndose células Tem. Las células Tem permanecen en el sitio de la
infeccidn microbiana. Al responder al antigeno, las células Tem son activadas y se
convierten en células efectoras que evolucionan a células efectoras de vida corta
(35) y producen IFN-y o IL-4 (30). Las células Tem tienen una capacidad replicativa
limitada, mientras que las células virgenes y las Tcm viven mas tiempo y son

capaces de tener mas ciclos replicativos (4).

Uno de los descubrimientos criticos en la investigacién de la patogénesis del sida
fue la demostracién de que la entrada del VIH depende no solo de la expresion de
un receptor primario, CD4, también de la expresion de correceptores. Estos
correceptores, que mostraron ser los receptores de quimiocinas, tipicamente CCR5

0 CXCR4, se expresan diferencialmente en las células T CD4* (36,37).

A pesar de que el VIH ataca y destruye a las células T CD4", la fisiopatologia de la
lenta deplecion progresiva mediada por el VIH trépico a CCR5 involucra una
interaccion compleja entre la destruccion de las células T CD4* (muerte directa de
las células por la infeccion viral y la muerte indirecta relacionada con activacion
cronica no especifica a VIH) y la regeneracion, iniciada por mecanismos

homeostaticos y de activacion inmune (29).

1.2.1 Importancia de los Tcm en la inmunopatogénesis del VIH

La deplecidn de las células T CD4* en la infeccion por el VIH puede ser considerada
como un proceso de tres etapas: /) la profunda destruccion inicial de los objetivos

virales CCR5* (células Tem CD4%), ii) mantenimiento del remanente de células Tem
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CD4* a partir de precursores Tcv CD4*,y iii)la progresiva falla homeostatica de las
células Tcm CD4* que decaen conduciendo a insuficiencia de las células T CD4*

efectoras que finalmente se manifiesta en sida.

Enla infeccidn con el VIS (virus de inmunodeficiencia del simio) la deplecion masiva
de las células T CD4"* efectoras es seguida por un incremento en la proliferacién de
las células Tcm CD4*y la produccion de Tem CD4* que regenera parcialmente los
compartimentos depletados en las mucosas y previenen el temprano inicio de la
deficiencia inmune. Sin embargo, este proceso regenerativo no restaura
completamente la inmunidad y no es estable a través del tiempo. La proliferacion
homeostatica de las células T en RMs (macacos Rhesus, por sus siglas en inglés)
sanos no infectados producen células predominantemente de vida larga, en
contraste, la regeneracién de células T CD4* en la infeccion por VIS conduce a
activacion inmune que produce células de vida corta (29). Extraordinariamente son
necesarios altos niveles de proliferacion para mantener los compartimentos de
memoria efectora incluso en niveles subnormales y no todas las subpoblaciones de

las células CD4* funcionalmente importantes se regeneran en el mismo grado (5).

El equilibrio casi estable entre la destrucciéon de células T CD4* por activacion
inmune cronica no especifica de VIH y por citopaticidad directa, asi como los
esfuerzos del hospedero para regenerar estas poblaciones, parece degradarse con
el tiempo. Las células Tcm CD4* disminuyen, resultando en una reducida capacidad
regenerativa. De hecho, la falla progresiva de la homeostasis en las células Tcwm
CD4* y la consecuente incapacidad para mantener la produccion de células Tem
CD4* parece jugar un papel principal en la progresién de la enfermedad y en la
aparicién de la inmunodeficiencia en la infeccién por VIH (38) (Figura 1.3). Los
mecanismos responsables de la inestabilidad del compartimento de las Tcm CD4*
en la infecciéon progresiva por el VIHVIS trépico a CCR5 aun no estan
completamente definidos.



Figura 1.3. Dinamica de la poblacién de células Tcm CD4* en condiciones normales y en la
infeccion del VIH/VIS. Figura modificada de Okoye et al. 2013 (5).

1.3 Hallazgos previos del grupo

En nuestro equipo de trabajo nos preguntamos cémo es que las células Tcm CD4*
de los pacientes VIH* pierden la capacidad de reabastecer el repertorio de células
T de memoria (tanto Tem como las propias Tcm) que culmina enla aparicion de sida.
Se sabe que el porcentaje de células T CD4* infectadas por el virus es sumamente
bajo (menor al 1%) en comparacion con el total de células T CD4", es evidente que
el efecto citopatico del virus no explica la linfopenia que los pacientes cursan en
etapas avanzadas de la infeccion. Es por esto que en trabajos previos del grupo se
han estudiado mecanismos de patogénesis independientes a la citopaticidad
directa del VIH. En estos trabajos previos hemos encontrado que las células Tcwm
CD4* de pacientes VIH* tienen una firma de expresion génica que las distingue de
las células Tcm de controles sanos, este conjunto de genes diferencialmente
expresados en los Tcw estan relacionados con la progresion del ciclo celular hasta
la fase S, no obstante, se relacionan también con arresto celular en las fases G2/M,

lo que provocaria muerte celular (39).
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1.3.1 Firma de expresién génica en Tcm de pacientes VIH*

Para saber si las células Tcm CD4* de pacientes VIH* tienen un patrén de expresion
génica asociado a una mayor activacion, que revele una pérdida en su capacidad
de proliferar y diferenciarse, se realizé un estudio comparativo del transcriptoma de
las subpoblaciones de linfocitos TCD4* Tcv de controles, y células Tcm de pacientes
VIH* en fase crénica con diagnéstico reciente. En este estudio se encontraron 210

genes diferencialmente expresados que distinguen claramente a las células Tcwm
CD4* de pacientes VIH* de las Tcw de controles VIH- (Figura 1.4) (39).

Figura 1.4. “Heatmap” que muestra un analisis de agrupamiento jerarquico no supenisado de dos
vias de los 210 genes diferencialmente expresados que distinguen a los Tcm de pacientes VIH*
(barras rojas) de las Tcm de controles (barras azules).
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1.3.2 Modelo de arresto del ciclo celular en Tcvw de pacientes VIH*

Para saber el significado biolégico que tenian los genes diferencialmente
expresados vistos por medio del analisis de mARN, se utilizaron paquetes
bioinformaticos en los que destacaron procesos como dafio o reparacion del ADN,
ciclo celular, apoptosis y respuestas inmunes, todas ellas altamente relacionadas.
Se observaron resultados que muestran un incremento en proliferacion,
supervivencia celular y una disminucion en apoptosis y muerte celular. Al mismo
tiempo estos resultados mostraron un incremento en citostasis e interfase y una
disminucion en mitosis. Dichos hallazgos parecen contradictorios, sin embargo, es
posible pensar que existe un incremento en la entrada a ciclo celular solo hasta
cierta fase y un arresto posterior. Para probar que estos hallazgos no son
contradictorios, se realizo el analisis de los genes involucrados en la modulacién del
ciclo celular. Se encontré que los genes en la firma de expresion de las células Tcwm
de pacientes VIH* revelan un aumento en el progreso en el ciclo celular de GO a G1
y S, pero también arresto en G2 y M, sin embargo, es necesario saber si este arresto
del ciclo celular encontrado por analisis de transcriptomas puede ser corroborado

por estudios de funcién celular (Figura 1.5) (39).

Figura 1.5. Genes inwlucrados en el ciclo celular de las células Tcm CD4* de pacientes VIH*. En el
modelo se representa la progresion del ciclo hasta la fase S que no concluye en proliferacion sino
en arresto celular en las fases G2-M, asi como la expresion de genes implicados en un tipo de muerte
no apoptética. Figura tomada de Olvera et al. (39).
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1.4 Ciclo celular

El ciclo celular desempena un papel fundamental en el desarrollo, desde la
fertilizacion del 6vulo hasta el organismo adulto. Este papel clave también se lleva
a cabo en condiciones patoldgicas, porque la desregulacién del ciclo celular esta

asociada con la proliferacion celular aberrante y con cancer (40).

Clasicamente el ciclo celular se divide en cuatro fases: G1, S, G2y M (41) (Figura
1.6). El ciclo celular inicia cuando una nueva célula hija se forma por mitosis y
division citoplasmatica. Termina cuando la célula se divide, es decir, la mitosis, la

division del citoplasma y la interfase constituyen una vuelta al ciclo.

Durante la interfase la célula aumenta su masa, duplica aproximadamente la
cantidad de componentes del citoplasma y duplica su ADN. En la mayoria de ellas

la interfase es la etapa mas larga del ciclo. Se divide en tres etapas:

G1: Intervalo (“Gap”) de crecimiento y funcionamiento celular antes que empiece a

replicarse el ADN.
S: Tiempo de “sintesis” (replicacion del ADN).

G2: Segundo intervalo (Gap) después de la replicacion, cuando la célula se prepara

para dividirse.

La mayor parte de las células del cuerpo humano se mantienen en la etapa G1
mientras elaboran proteinas, carbohidratos y lipidos. Las células destinadas a
dividirse entran en la etapa S cuando copian su ADN, lo mismo que las proteinas
unidas a ellas. Durante la etapa G2 producen proteinas que impulsaran la mitosis
(42). Una vez iniciada la etapa S, la replicacién del ADN se efectia con rapidez y

finaliza antes de que la célula se prepare para dividirse.

La mitosis comienza después de la etapa G2 y se encarga de conservar la cantidad
de cromosomas de la célula madre. El ser humano posee 46 cromosomas. Antes
de la mitosis los cromosomas del nucleo celular se duplican, asi que constan de dos

cromatidas hermanas (42).
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La mitosis tiene cuatro etapas: profase, metafase, anafase y telofase. Enla profase
los cromosomas se condensan en forma de baston y los microtubulos dan origen a
un huso acromatico. La cubierta nuclear se divide. En la metafase todos los
cromosomas duplicados quedan alineados en un punto medio entre los polos del
huso como su ecuador. En la anafase los microtubulos separan las cromatidas
hermanas de los cromosomas hacia los polos opuestos del huso. En la telofase se
forma otra cubierta nuclear alrededor de los dos grupos de cromosomas
descondensados. Las vesiculas procedentes de la antigua cubierta nuclear se
fusionan formando vacuolas de membrana alrededor de cada grupo. Las vacuolas
se unen unas con otras hasta que una nueva cubierta nuclear engloba los grupos y
asi se forman dos nucleos. Posteriormente ocurre la citocinesis que es un
mecanismo individual que divide el citoplasma en dos células hijas, cada una con

su nucleo (42).

Cuando las células cesan de proliferar, ya sea debido a sefales antimitogénicas o
por la ausencia de sefales mitogénicas, egresan del ciclo y entran en el estado de

no division quiescente que se conoce como GO (43).

Figura 1.6. Esquema del ciclo celular. El ciclo celular consta de 4 fases: G1, S, G2 y M. Figura
modificada de Hochegger et al. 2008 (44).
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1.4.1 Contenido de ADN

Ploidia es el término genético del numero basico de juegos de cromosomas en el
nucleo de una célula. Las células que tienen un multiplo entero del juego basico de
cromosomas son euploides. La mayoria de las células humanas son euploides y
tienen 46 cromosomas o dos juegos de 23 cromosomas (un juego de la madre y
otro del padre), conocidos como diploides. Los gametos humanos tienen un juego
de 23 cromosomas, no apareados y también son “euploides” 0 mas comunmente
conocidos como haploides. Curiosamente los eritrocitos maduros en mamiferos no
tienen cromosomas (45). Las células que no tienen un multiplo completo del juego

basico de cromosomas son aneuploides, lo que significa que no son euploides.

La aneuploidia puede ser descrita como cromosomas ganados o perdidos. Esto es
distinto de la poliploidia, en la cual las células contienen mas de dos juegos
completos de cromosomas, pero siempre contienen un multiplo exacto del numero
haploide. La mayoria de los embriones humanos que tienen un cromosoma extra o
la falta de él, no sobreviven a la gestacion (46) pero en algunos, por ejemplo, se
produce sindrome de Down que se da cuando el cromosoma 21 se encuentra
repetido tres veces en todas las células. La aneuploidia es el sello distintivo de las

células cancerosas en general (45).

El andlisis de acidos nucleicos es una aplicacion comun de la citometria de flujo. La
medida del contenido de ADN permite el estudio de poblaciones en varias fases del
ciclo celular asi como el analisis de la ploidia del ADN. En una poblacién dada, las
células estan distribuidas en tres fases principales del ciclo celular: fase GO/G1 (un
juego de pares de cromosomas por célula), fase S (sintesis con cantidad variable
de ADN) y fase G2/M (dos juegos de pares de cromosomas por célula, previo a la
division celular). Los analisis de citometria de flujo de las poblaciones tefiidas son
usados para producir un histograma de frecuencias donde se muestran las

diferentes fases del ciclo (47,48).
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1.4.2 Cinasas dependientes de ciclinas y ciclinas

La division celular es un proceso altamente regulado y las células de los organismos
vivos requieren dividirse para producir células hijas. La capacidad de las células
para dividirse se atribuye principalmente a la presencia de dos clases de moléculas,
las cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) que son una familia de cinasas

serinaltreonina, y sus proteinas de union, ciclinas (49).

En mamiferos, las cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) regulan el orden correcto
de las fases del ciclo celular (50). Una Cdk es activa como una proteina cinasa

unicamente cuando forma un complejo con su subunidad reguladora, la ciclina (51).

El descubrimiento de aproximadamente 20 proteinas relacionadas con Cdks
condujo al concepto en el que en las células eucariotas superiores los eventos del
ciclo celular ocurren por combinaciones complejas de Cdks (Cdk1, Cdk2, Cdk3,
Cdk5, Cdk4, Cdk6, Cdk7, Cdk8y asi sucesivamente) y ciclinas (A1, A2, B1, B2, B3,
C,D1,D2,D3, E1, E2, F y asi sucesivamente) en diferentes fases del ciclo celular
que a su vez proporcionan un control adicional para la maquinaria del ciclo celular.
Desde un principio se propuso que las ciclinas confieren especificidad de la cinasa
al sustrato, y regulacién (activacion, inactivacion, localizacion, unién de
subunidades y otros) a los complejos de Cdk/ciclina. De acuerdo con esta hipotesis,
se llevd a cabo una amplia investigacion en células eucariotas y se establecio el
modelo clasico de la regulacion del ciclo celular (52). Sin embargo se han propuesto
varios modelos para dar cuenta de la dinamica de las fases especfficas del ciclo
celular en mamiferos, tal como la fase G1 (53) y la transicién G1/S (54), por la
existencia de un punto de restriccion en G1 que define un punto de no retorno a
partir del cual las células no necesitan la presencia de factores de crecimiento (FC)
para completar el ciclo (55), para la transicion de G2/M (56) o para la salida de
mitosis (57). Por lo tanto, el complejo ciclina D/Cdk4-6 y el complejo ciclina E/Cdk2
promueven la progresién en G1 y provocan la transicion G1/S; la activacién del
complejo ciclina A/Cdk2 asegura la progresién en S y G2, mientras que el pico de

la actividad del complejo ciclina B/Cdk1 provoca la progresién a mitosis (51).
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Cuatro clases principales de ciclinas fueron descubiertas en células de mamfferos:
ciclinas tipo D, E, Ay B, que muestran patrones de localizacién dinamicos. En las
células de mamfferos, la ciclina B reside principalmente en el citoplasma, mientras

que la ciclinas A, D y E son nucleares (58-60).

En células de mamiferos, la ciclina A se acumula en la fase tardia de G1 y es
degradada antes de la metafase. Por otra parte, la ciclina B es degradada en la
anafase. Es por esto que dichas ciclinas desempefan un papel central en el control
de la mitosis y son conocidas como ciclinas mitoticas (61). Su expresion periddica
durante el ciclo celular las convierte en un marcador de la fase en la que se
encuentran las células, es decir, fase G2 o M. Esto es importante para nosotros, ya
que como se menciond antes, en hallazgos previos del grupo de trabajo, se encontré
que las células Tem CD4* de pacientes VIH* podrian estar arrestadas en las fases

G2/M. Porlo que a continuacion se hablara mas a detalle de las ciclinas Ay B.

1.4.3 Ciclina A

En células de mamiferos hay dos tipos de ciclina A: ciclina A1y ciclina A2 (62). La
ciclina Az es sintetizada al inicio de la sintesis del ADN asi como durante la transicion
de G2/M en células somaticas (63). Por otro lado, la ciclina A1solo se expresa
durante la meiosis, en embriones muy tempranos, y en algunas células tumorales.
La unica funcion esencial de la ciclina A1 en ratones parece ser en la
espermatogénesis (64), por lo que nos centraremos solo en la ciclina Az.
Usualmente se encuentra asociadaa proliferacion celular y a menudo se encuentran
expresados altos niveles en canceres humanos (65). Debido a que es un regulador
esencial de la division celular, comunmente es utilizada como un marcador de
proliferacion celular (62).

Una de las caracteristicas cruciales de las ciclinas mitdticas es su periodicidad. La
ciclina A comienza a acumularse durante la fase G1 tardia y continia a través de la
fase S y de la fase G2 (Figura 1.7) (61). Imagenes de células vivas que contienen

ciclina A2 verde fluorescente muestran que la ciclina A2 en humanos comienza a ser
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degradada en la prometafase temprana y es degradada por completo en la metafase
(66,67).

1.4.4 Ciclina B

En células de mamfiferos hay tres tipos de ciclina B (B1, B2y B3) (61). La ciclina B+
y B2 se coexpresan en la mayoria de las células en division pero estan localizadas
diferencialmente dentro de la célula (68), mientras que la ciclina B1 colocaliza con
microtubulos, la ciclina B2 esta asociada con el aparato de Golgi (61). La ciclina B3
es degradada poco después que la ciclina B1 pero su expresion se restringe a

células germinales en desarrollo y en los testiculos en adultos (69).

El complejo ciclina B1-Cdk1 es clave para la entrada a la fase mitética (70). Un gran
numero de proteinas son fosforiladas por el complejo ciclina B1-Cdk1 previo a la
entrada mitotica que inician los eventos mitéticos, incluyendo ruptura de la envoltura
nuclear, separacion del centrosoma, formaciéon del huso, condensacion de los
cromosomas y fragmentacién del aparato de Golgi (71). Se requiere de la
inactivacion de la actividad de la cinasa Cdk1 por la degradacién de la ciclina B
para la salida de la mitosis y la replicacion del ADN en el siguiente ciclo celular
(Figura 1.7).

Figura 1.7. Expresion de las cuatro principales ciclinas a lo largo del ciclo celular. Figura
modificada de Bardin et al. 2001 (72).

18



La manifestacion de la actividad de la cinasa Cdk1 requiere la formacion del
complejo ciclina B1-Cdk1, la actividad de Cdk1 se ve afectada por los niveles de la
ciclina B1, su proteina de unién. Los niveles de proteina de la ciclina B1 oscilan
durante la progresion del ciclo celular, debido a la variaciéon en los niveles de
transcripcién y degradacién de la ciclina B1. Es decir, la ciclina B1 aparece por
primera vez en la fase S, después se acumula durante la fase G2 y la mitosis y

desaparece justo antes del inicio de la anafase (73).

Debido a que el ciclo celular es un proceso muy regulado cabe destacar que en
células cancerigenas los niveles de ciclina B1 a menudo estan fuera de control y se

encuentra en niveles altos (73).
1.4.5 Arresto celular

En el contexto de la infeccion por VIH, se sabe que los virus mantienen una relacion
con los mecanismos regulatorios del ciclo celular. De hecho, se estima que el 20 %

de los canceres humanos surgen de la infeccion con los virus de ADN o ARN (74).

Una caracteristica importante de muchas infecciones virales es la subversiéon del
ciclo celular del hospedero. A menudo esto es evidente como una estimulacién de
la entrada a la fase S en células que podrian de otra manera estar en G1 o0 GO. Sin
embargo cada vez es mas evidente que la frontera G1/S no es la Unica transicion
blanco de los virus y que muchos son capaces de inducir arresto del ciclo celular en
G2/M. En algunos casos las bases moleculares para arresto en G2/M son
conocidas, mientras que para otras, las vias especificas involucradas siguen sin
estar claras. En la mayoria de los casos, aun no esta bien entendida la funcion que
esta modulacion del ciclo celular puede desempefiar en el ciclo de vida de los virus
(75).

En presencia de dafo en el ADN o replicaciénincompleta, la célula impide la entrada
a mitosis. Las vias que monitorean e inducen arresto en G2 bajo estas condiciones
son ejemplos de checkpoints y dan como resultado la activacion de cinasas que a
su vez impiden la activacion del complejo Cdk1-ciclina B1. Adicionalmente para

mantener inactivos los complejos Cdk1-ciclina B1, los checkpoints también pueden
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prevenir su acumulacion nuclear. Después de la induccion inicial del arresto en G2,
el arresto puede ser mantenido a través de la activacion de otras vias que

normalmente son reguladas por p53 (75).

Como ya se menciond, una variedad de virus han sido asociados con arresto en
G2/M, incluyendo virus de ADN, virus de ARN y retrovirus pero los mecanismos por
los cuales se logra el arresto son muy diversos. Aunque en muchos casos los
mecanismos no estan completamente caracterizados, se han hecho observaciones
que implican vias particulares. La inhibicion de la actividad cinasa de Cdk1-ciclina
B1, inhibicion de la acumulacién nuclear de los complejos Cdk1-ciclina B1 y la

inhibicion de la salida mitotica son ejemplos de estas vias (75).

En el caso del VIH existe evidencia de que componentes especificos del virus
sintetizados al interior de la célula producen arresto del ciclo celular (76,77), sin
embargo, como se menciond anteriormente, la cantidad de células infectadas es
muy pequefia por lo que la actividad directa del virus o sus proteinas en células
infectadas no explicaria las diferencias transcripcionales que se observaron en las

Tem de pacientes VIH™.

Debido a que en el trabajo previo del grupo se describid que la sobreexpresiéon de
genes como RBBP, NFKBIA, PER1, CHEk1, GADD45B, entre otros, esta asociada
con arresto del ciclo celular en las fases G2/M (78—82) el principal objetivo de este
trabajo consistié en establecer una metodologia que nos permita comprobar si
existe arresto de las células Tcvw en fase G2 y/o M en el contexto de la infeccidn
por VIH.
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2 Justificacion

Nos interesa estudiar a las células T de memoria central (Tcm) CD4* debido a que
existen evidencias de que esta subpoblacion es la que mantiene el repertorio de
células de memoria y mantiene el estado asintomatico del paciente en la fase
cronica de la infeccion. En hallazgos previos del grupo se observd, mediante un
estudio de transcriptoma, que hay una firma de expresion génica en los linfocitos
Tem de los pacientes VIH* en la etapa crénica de la infeccidon que los distingue de
los linfocitos Tcmv de donadores VIH-. Esta firma sugiere un aumento en la entrada a
ciclo celular y avance hasta la fase S que continia con arresto del ciclo celular en
la fase G2-M. Es por esto que es necesaria la estandarizacion de la tincion de
citometria de flujo para determinar el contenido de ADN en los linfocitos Tcuw de
pacientes VIH* y donadores VIH- y evaluar la expresion de las ciclinas A2y B1 en
las diferentes fases del ciclo celular con el objetivo de verificar arresto del ciclo

celular en esta subpoblacion de linfocitos en el contexto de la infeccién por VIH.

3 Hipétesis

Debido a que la tincion simultanea de viabilidad, contenido de DNA vy ciclinas o
rastreador de proliferacion requiere de condiciones de fijacidn y permeabilizacion
particulares (que permitan el acceso al nucleo), la estandarizacion de estos
procedimientos sera indispensable para generar una metodologia que nos permitira
evaluar, por citometria de flujo multiparamétrica, arresto de las células Tcm CD4* en

las fases G2/M del ciclo celular.
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4 Objetivos

4.2 Objetivo general

Estandarizar la tincion de citometria de flujo que nos permita evaluar la viabilidad,
el contenido de ADN, la expresion de las ciclinas A2y B1ylas rondas de proliferacion
en linfocitos T de memoria central CD4*.

4.3 Objetivos particulares

-Determinar el método de fijacion y permeabilizacion de las células que nos permitan

evaluar las variables de interés por citometria de flujo.

-Determinar la concentracién adecuada del reactivo celltrace para evaluar las

rondas de proliferacién celular.

-Determinar las condiciones de estimulo y de cultivo celular que nos permitan

evaluar entrada y arresto del ciclo celular.
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5 Metodologia

5.2 Muestras

Los experimentos se realizaron de muestras provenientes de paquetes leucocitarios
de donadores sanos VIH- del banco de sangre del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias (INER).
5.3 Purificacion de PBMC

A partir de 30 ml del concentrado leucocitario se purificaron las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC por sus siglas en inglés) por gradiente
de densidad (Ficoll-Paque, Lymphoprep™, Oslo, Noruega). Después de obtener el
anillo leucocitario se realizd un lavado con 50 ml de amortiguador salino de fosfatos
1X (PBS) (Thermo Scientific, Logan, Utah, USA) a 1500 rpm durante 15 minutos.
Se lisaron los globulos rojos residuales con buffer de lisis (150 mM NH4ClI [Reactivos
Quimica Meyer, D.F., México], 10 mM KHCO3 [Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA]
y 0.1 mM EDTA [Sigma-Aldrich],) durante diez minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se realiz6 un lavado con PBS 1X (Thermo Scientific) y las células
fueron resuspendidas en medio completo RPMI-1640 (Lonza, Walkersville, MD
USA) que contiene 10 % de suero fetal bovino descomplementado (SFB) (Thermo
Scientific), 100 U/ml de penicilina, 0.1 mg/ml de estreptomicina, 2 mM de L-
glutamina (Lonza) y 5 mM de HEPES (Sigma Life Science, St. Louis, MO, USA).
Para su conteo microscépico se utilizo una camara de neubauer (Marienfield,
Lauda-Konigshofen, Alemania) usando el colorante vital azul de tripano (Lonza). Las
PBMC fueron colocadas en cajas de cultivo celular de 50 ml. Por cada millén de
células se colocé 1 ml de medio completo RPMI-1640 (Lonza), se mantuvieron en
cultivo durante la noche a 37 °C con 5 % de CO2y 80 % de humedad.
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5.4 Purificacion de linfocitos T de memoria central CD4*

A partir de las PBMC se purificaron linfocitos T de memoria central (Tcv) CD4* por
medio del sistema de columnas MACS de Miltenyi (Miltenyi Biotec, Auburn, CA,
USA) que se basa en el marcado magnético indirecto de las Tcw CD4*. La
purificacion se realiza en dos pasos, el primero consiste en la deplecion de las
células que no expresan CD4 en su membrana y en las células T naive,
marcandolas magnéticamente de forma indirecta con un cocktail de anticuerpos
monoconales (anti CD8, CD14,CD15,CD16,CD19, CD25, CD36, CD45RA, CD56
y CD123) conjugados con biotina y microperlas magnéticas antibiotina. Finalmente
la separacion magnética se realiza en una columna LS (Miltenyi Biotec) unida a un
magneto QuadroMACS (Miltenyi Biotec), donde las células marcadas quedan
magnéticamente unidas a la columna. Debido a que las Tcv CD4* expresan la
molécula CCR7 en su membrana, en el segundo paso se marcan magnéticamente
de forma indirecta con un anticuerpo anti-CD197 (CCR?7) (Miltenyi Biotec) conjugado
con PE y microperlas anti PE (Miltenyi Biotec), las células se pasan por una columna
MS (Miltenyi Biotec)unida a un magneto MiniMACS (Miltenyi Biotec) en donde las
Tcm CD4* son seleccionadas positivamente en esta columna. Al retirar la columna
del magneto las células que estan retenidas en la columna eluyen con ayuda de un
émbolo, esta es la fraccion purificada de células Tcv CD4*. Posteriormente se
realiza el conteo microscopico con azul de tripano (Lonza) en la camara de

neubauer (Marienfield).

5.5 Determinacion de la pureza de Tcm CD4*

Dado que en los experimentos realizados se requiere de una pureza mayor o igual
al 90 % de los linfocitos Tcw purificados, se realizd una tincién para citometria de

flujo para verificar que se cumpliera esta condicion.

Se colocaron un millon de PBMC en tubos de citometria de flujo (BD Falcon,
Durman, NC, USA) y un tubo con 100,000 Tcm CD4* para evaluar la pureza. Se

realiz6 un lavado con 2 ml de PBA (buffer salino de fosfatos que contiene 1 % de
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albumina sérica bovina [Carbiochem, La Jolla, CA, USA]y 0.1 % de azida de sodio

[Reactivos Quimica Meyer]) y se centrifugé a 2000 rpm a 4°C durante 3 min.

Se colocaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra las moléculas de superficie
CD4 conjugado al flurocromo APC-Cy7 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
CCRY7 (Miltenyi Biotec) conjugado al fluorocromo PE y CD45RA (BD) conjugado o
al fluorocromo APC; los anticuerpos se dejaron incubar durante 20 minutos a 4 °C
protegidos de la luz. Después se realizd un lavado con PBA, se decanto el

sobrenadante y las células se resuspendieron en 200 ul de PBA.

Para establecer los limites entre las poblaciones de interés, se emple6 un tubo FMO
(fluorescencia menos uno por sus siglas en inglés) de CCRY7. Los FMO son células
tefidas con todos los anticuerpos utilizados excepto el anticuerpo para el cual se
desea establecer el limite entre una poblacién positiva y negativa del marcador

celular de interés.

Ya que las células por si mismas son autofluorescentes, es decir, presentan
fluorescencia de manera natural, fue necesario tener un tubo de PBMC sin tefir con
la finalidad de que la fluorescencia natural de esta muestra control fuera

diferenciada de la fluorescencia que emiten las células tefiidas.

5.6 Compensacion

Es necesario establecer parametros de compensacion con objetivo de eliminar el
traslape parcial de los espectros de emision de los fluorocromos acoplados a cada
anticuerpo, por lo que se realizaron tres tubos monotefidos con cada fluorocromo
(APC-Cy7, APC y PE) mas una gota de perlas de compensacién (BD) que tienen
acoplados anticuerpos dirigidos contra la cadena ligera k de las inmunoglobulinas
provenientes de ratdn que da una sefal con cualquier anticuerpo de ratén que posea

la cadena ligera k.

Las muestras fueron adquiridas en el citometro de fluo FACSCanto Il (BD, San
Jose, CA, USA) del INER y los datos obtenidos fueron analizados con el software
FlowJo version 10.0.
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5.7 Tincion con Celltrace Far Red

Para tener evidencia de la proliferacion de las células, una vez purificadas las Tcwm
CD4" se realizo la tincidon con CellTrace™ Far Red (Invitrogen, Eugene, OR, USA)
que difunde facilmente dentro de las células y se une covalentemente a aminas

intracelulares.

La solucidén stock de CellTrace (Invitrogen) se preparé afiadiendo 20 yl de DMSO
(Invitrogen) al vial y se mezcld6 en el vortex. Esta solucion se prepard

inmediatamente previo a su uso.

Para la titulacién del reactivo CellTrace (Invitrogen) se probaron volumenes de 0.25,
0.5, 1, 3y 5 pl de la solucion stock de CellTrace (Invitrogen) por cada ml de la
suspension celular. Se resuspendieron 200 000 células Tem CD4* en 1 ml de PBS
1X (Thermo Scientific) y se incubaron por 20 minutos a temperatura ambiente en
agitacion (120 rpm), protegido de la luz. Transcurrido ese tiempo se afadieron 5 ml
de PBA (sin azida de sodio) y se incubaron durante 5 minutos. Después las células
se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos. Se decanto el sobrenadante. Las

células se resuspendieron en medio completo RPMI-1640 (Lonza) para su cultivo.

5.8 Estimulacién de Tcm CD4 y cultivo celular

Una vez realizada la tincion con CellTrace (Invitrogen), se colocaron 200 000 Tcwm
CD4* con 200 pl de medio completo RPMI-1640 (Lonza) por pozo, en una placa de
96 pozos (BD)y se afiadié un estimulo policlonal via TCR con el kit Treg expansion
Kit (Miltenyi Biotec) que contiene microperlas con anti-CD3 y anti-CD28. El estimulo
se coloco en una proporcion de 1 perla por 4 células. Los linfocitos Tcv CD4* se
dejaron en cultivo con el estimulo durante 6 horas a 37 °C con 5 % de CO2y 80 %

de humedad.

Después del tiempo de incubacion se retird el estimulo como se describe a
continuacion: las células se cosecharon de cada pozo y se transfirieron a un tubo
de citometria (BD Falcon), posteriormente el tubo se colocé en un magneto durante
5 minutos para permitir que las perlas se quedaran en la pared del tubo, la
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suspension de células se retird con una micropipeta y se colocaron en otro tubo de
citometria. Este paso se realizd una vez mas. Las células se lavaron con medio
completo RPMI-1640 (Lonza) y se colocaron nuevamente en una placa de 96 pozos
en presencia de 100 U/ml de IL-2 (BioLegend, San Diego, CA, USA). Las células se
dejaron en cultivo con las condiciones que ya se mencionaron durante 6 dias, y se
cambié el medio completo RPMI-1640 (Lonza) cada 2 dias en presencia de 100
U/ml de IL-2 (BioLegend).

Después de que las Tcw CD4* estuvieron en cultivo durante 6 dias, se colocaron
200,000 células por cada tubo de citometria (BD Falcon) y se lavaron con medio
completo RPMI-1640 (Lonza) y se realizd un segundo lavado con PBS 1X (Thermo

Scientific).
5.9 Tincién de viabilidad

A cada tubo con 200 000 células se le agreg6 el reactivo Live/Dead near-IR
fluorescent (Invitrogen, Eugene, OR, USA) para evaluar la viabilidad de las células
por citometria de flujo. Esta tincién se basa en la unidon del colorante fluorescente
con las aminas libres en la membrana celular, en el caso de las células vivas, y con
las aminas extracelulares e intracelulares en el caso de las células muertas, por lo
que estas células presentan una mayor fluorescencia a diferencia de las células
vivas. Previo a la tincidn, el vial de Live/Dead (Invitrogen) se reconstituyd con 50 i
de DMSO (Invitrogen). Una vez reconstituido se agregé 1 pl de Live/Dead
(Invitrogen) por tubo y se resuspendieron las células en 1 ml de PBS 1X (Thermo
Scientific), se incubé durante 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la
luz. Después de la incubacién las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 3

minutos y posteriormente se llevo a cabo la fijacion de las células.
5.10 Métodos de fijacion

Durante la estandarizaciéon de la tincion de citometria de flujo se realizaron

diferentes métodos de fijacion que se describen a continuacion.
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5.10.1 Fijacién con Etanol al 75 %

La preparacion del etanol al 75 % se realizd el mismo dia de su uso. Se utilizd etanol
grado reactivo (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y se diluyd con agua destilada.

Se agrego gota a gota 1 ml de etanol al 75 % frio en agitacién suave a cadatubo de
citometria (BD Falcon) y se dejé incubar durante 2 horas a -20 °C. Después de fijar
las células, se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos, se decantd el etanol y

se realizd un lavado con PBA durante 5 minutos a 2000 rpm.

Este método de fijacion se basa en la accion que tienen los alcoholes para
desnaturalizar las proteinas, exponiendo sus grupos hidrofébicos internos por lo que

altera la estructura terciaria de las proteinas asi como su solubilidad (83).
5.10.2 Fijacion con Cytofix/Cytoperm

El reactivo Cytofix/Cytoperm™ (BD, San Diego, CA, USA) es una solucion de

saponina y paraformaldehido que permite fijar y permeabilizar las células.

Se agregaron 250 pul de Cytofix/Cytoperm (BD) a cada tubo de citometria (BD
Falcon) y se dejé incubar durante 20 minutos a 4 °C, posteriormente las células se
lavaron con 1 ml de Perm Wash Buffer 1X a 2000 rpom durante 3 minutos. El Perm
Wash Buffer 1X se prepar6 a partir del Perm Wash Buffer 10X (BD) diluyendo con

agua destilada.
5.10.3 Fijacion con paraformaldehido al 1 % y al 1.5 %

El paraformaldehido (PFA) al 1 o al 1.5 % se preparé a partir del reactivo
formaldehido al 37 % (Avantor Performance Materials, Edo. Mex., México) y se
diluy6é con PBS 1X (Thermo Scientific). Se agregé 1 mlde PFAal1% 0 1.5 % y se

incub6 por 10 minutos a 4 °C.

Después de fijar las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 minutos, se

decanto el PFA y se realizé un lavado con PBA durante 5 minutos a 2000 rpm.

El paraformaldehido debe su capacidad fijadora gracias a que forma un polimero

gque se une a las proteinas, particularmente con los residuos de lisina (83).
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5.11Métodos de permeabilizacion

Para evaluar el contenido de ADN Yy la expresion de las ciclinas A2y B1fue necesario
realizar tinciones intracelulares por lo que se probaron dos métodos de

permeabilizacion.
5.11.1 Permeabilizacion con TRITON x-100 al 0.25 %

El TRITON x-100 al 0.25% se hizo en PBA. Se anadieron 500 pl de tritén al 0.25 %
a cada tubo de citometria (BD Falcon), se agitaron en vortex y se incubaron 5
minutos a 4 °C. Después se realizé un lavado con 2 ml de PBA a 200 g durante 10

minutos.
5.11.2 Permeabilizacion con Metanol al 100 %

Se agrego gota a gota en agitacion suave, 1 ml de Metanol (Golden Bell Reactivos,
D.F., México) grado reactivo frio a cada tubo de citometria (BD Falcon), se dej6
incubar durante 30 minutos a -20 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion se
centrifugaron las células a 2000 rpm durante 10 minutos, posteriormente se realizd

un lavado con PBA a 2000 rpm durante 5 minutos.

5.12Tincién de ciclinas A2y B1

Una vez que las células se encontraban fijadas y permeabilizadas se afadieron 20
Ml de los anticuerpos anti-cilcina A2 y 20 ul de anti-ciclina B1 (BD Pharmingen)
conjugadas a PE y FITC, respectivamente, mas 100 yl de PBA. En otro tubo se
anadieron 20 ul de cada uno de los controles de isotipos de los anticuerpos anti-
ciclinas con el fin de descartar uniones inespecificas. Se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente protegidos de la luz. Después se realiz6é un lavado

con 2 ml de PBA durante 3 minutos a 2000 rpm y se descarto el sobrenadante.

29



5.13Tincién de ADN

Se anadieron 0.5 pl del intercalante de ADN Fx Cycle Violet Stain (Invitrogen) mas
500 ul de PBA, se mezclé6 suavemente y se dejé incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente protegido de la luz. Transcurrido ese tiempo las muestras se
adquirieron en el citometro de fluo FACSAria (BD, San Jose, CA, USA) del INER y
los datos obtenidos se analizaron con el software Flowo version 10.0.

La compensacion se realizd con tubos monotefidos para cada uno de los
fluorocromos empleados: los isotipos de PE y FITC se agregaron en tubos
independientes junto con perlas de compensacion (BD) y el reactivo Live/Dead Near
IR (Invitrogen) se agrego junto con perlas de compensacion (Invitrogen). También
se emplearon células monotefiidas con del intercalante de ADN Fx Cycle Violet

Stain (Invitrogen) y CellTrace (Invitrogen) con este fin.

Después de encontrar las condiciones adecuadas de fijacion, permeabilizacion y
estimulo, la cinética de la expresiéon de ciclinas, asi como la medicion de
proliferacion se realizé por triplicado. Lo que se muestra a continuacién son datos

representativos.
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6 Resultados

6.1 Evaluacién de la pureza de Tem CD4*

Para evaluar la pureza de los Tcm CD4* se realizaron tinciones de citometria de flujo
y se afadieron anticuerpos conjugados a un fluorocromo. En la tabla 1 se muestra

el panel utilizado para la tincion de citometria de flujo.

Molécula detectada Fluorocromo acoplado
CD4 APC-Cy7

CD45RA APC

CCR7 PE

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales conjugados a fluorocromo para la determinacién de pureza de
Tcm CD4.

En la Figura 6.1A se observa la estrategia de analisis utilizada para evaluar la
pureza obtenida de los Tcm CD4* a partir de PBMCs. Primero se realizd la seleccién
0 gate para observar los singlets, es decir, las células que pasan de manera
individual por el laser del citometro, asi nos aseguramos de analizar células
individuales y no aglomerados de células. Una vez seleccionada la poblacion de
singlets se realizo el gate en células con morfologia de linfocitos, posteriormente se
seleccionaron solo los linfocitos CD4* y debido a que los Tcm CD4*expresan en su
membrana la molécula CCR7 y no expresan CD45RA, con ayuda de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra dichas moléculas, se realizd el gate correspondiente
para diferenciar a los Tcm CD4* de otras poblaciones de linfocitos T CD4* como
linfocitos T terminalmente diferenciados (Tewra), linfocitos T de memoria efectora
(Tem) y linfocitos T naive. En la Figura 6.1B se puede ver que la poblacion celular
purificada corresponde a los linfocitos CD4* CD45RA- CCR7* caracteristicas que

describen a los linfocitos Tcv CD4*.
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Figura 6.1. Evaluacion de la pureza de Tcm CD4* a partir de PBMC. (A) Tincion en PBMCs para
establecer los limites para de las poblaciones CCR7 y CD45RA positivas y negativas con ayuda de
los FMOs para dichas moléculas. (B) Tincion en Tcm CD4* purificados.
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6.2 Métodos de fijacion y evaluacion de contenido de ADN

Evaluamos diferentes métodos de fijacion de las células con el fin de poder discernir
facilmente la morfologia de linfocitos y a partir de ello poder evaluar el contenido de
ADN Yy la expresion de ciclinas en nuestras células de interés. Fue necesario probar
distintos métodos de fijacion debido a que con el primer método de fijacion que se
probd, ademas de no poder distinguir con facilidad la poblacion de linfocitos, no

logramos observar la expresion de ciclinas.

En la Figura 6.2 se muestra la estrategia de analisis que se siguid para evaluar la
morfologia y el contenido de ADN en las células. En la Figura 6.2A se muestran
PBMCs fijadas con PFA al 1 % como control positivo ya que es el método que
utilizamos comunmente para tefiir las células en tinciones para citometria de flujo.
En las Figuras 6.2B y 6.2C se muestran poblaciones de la linea celular
premonocitica humana THP1 (ATCC TIB-202) fijadas con etanol al 75 % y
Cytofix/Cytoperm (BD) respectivamente. Este experimento se realizd con una linea
celular para corroborar que se puede determinar el contenido de ADN en las

diferentes fases del ciclo celular.

En las células fijadas con PFA al 1 % (Fig. 6.2A) podemos observar que la poblacion
de linfocitos es muy clara y se puede definir con facilidad. Sin embargo para las
células fijadas con etanol al 75 % (Fig. 6.2B) y con Cytofix/Cytoperm (Fig. 6.2C),
las poblaciones de células se ven muy diferentes entre si y tienen propiedades
morfolégicas heterogéneas. También se puede observar en los histogramas que el
reactivo que nos indica contenido de ADN se une a los acidos nucleicos, sin
embargo, se observan histogramas atipicos antes del pico que corresponde a la
fase G0-G1 y el pico que corresponderia a la fase G2/M no se encuentra en el doble
de la IMF (Intensidad media de fluorescencia) del pico de GO/G1. Estos resultados
nos indican que estas técnicas de fijacion y permeabilizaciéon alteran mucho la

morfologia de las células y nos son 6ptimas para observar el contenido de ADN.
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Figura 6.2. Métodos de fijacion. A) Células fijadas con PFA 1 % utilizadas como control positivo. B)
Células fijadas con etanol al 75 %. C) Células fijadas con Cytofix/Cytoperm.

6.3 Tincion con anticuerpo anti CD4 previo a la fijacion de las células

Debido a que los métodos de fijacion y permeabilizacién de los experimentos
anteriores alteraban mucho la morfologia de las células y no pudimos observar con
claridad la poblacién de linfocitos, realizamos una tincion con el anticuerpo
monoclonal anti CD4 (BD) conjugado al fluorocromo APC-Cy7 para asegurarnos de

seleccionar la poblacién adecuada de linfocitos.

En la Figura 6.3A se observan PBMCs que fueron tefiidas con un anticuerpo anti-
CD4 conjugado con APC-Cy7 y posteriormente fijadas con PFA al 1 %. En el gate
correspondiente a morfologia se observan diferentes poblaciones muy pegadas
entre si. Al hacer el gate para seleccionar a las células CD4* observamos que al
seleccionarlas, sus caracteristicas de morfologia corresponden a una poblacion
bien definida. De esta manera podemos tener la seguridad de que estamos

seleccionando la poblacion que nos interesa.

En las PBMCs fijadas con etanol al 75 % (Figura 6.3B) se observa una poblacion
mas heterogénea de linfocitos, como ya lo habiamos visto previamente. Al realizar
la tincion con el anticuerpo anti CD4 observamos que por el método de fijacion la
tincién extracelular con CD4 no resiste y no podemos asegurar que la poblacion que
vemos de linfocitos antes de realizar el gate para seleccionar linfocitos CD4* es la

poblacion que nos interesa.
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Debido a que el objetivo de este experimento era discernir la poblacién de linfocitos,

no se realizo la tincion para determinar contenido de ADN.

Figura 6.3. Estrategia de analisis para discernir la poblaciéon de linfocitos. A) Células tefidas con el
anticuerpo monoclonal anti CD4 (BD) y posteriormente fijadas con PFA al 1 % (control positivo). B)
Células teiidas con el anticuerpo monoclonal anti CD4 (BD) y posteriormente fijadas con etanol al
75 %.
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6.4 Permeabilizacion con metanol

Debido a que no pudimos diferenciar con facilidad la poblacién de linfocitos,
probamos un nuevo método de fijacion de las células sugerido en la bibliografia,
PFA al 1.5 %, seguido de metanol grado reactivo como método de

permeabilizacion.

Utilizamos PFA al 1 % para fijar a las células (control positivo) (Figura 6.4A). Las
células que fueron fijadas con etanol al 75 % tuvieron una morfologia de linfocitos
poco clara. A pesarde esto, porla morfologia observada en experimentos anteriores
colocamos el gate en esa posicion (Figura 6.4B). Con esta poblacién celular el
contenido de ADN, en el pico de la fase G0-G1, se puede observar claramente
aunque con mayor dispersion en comparacion con las células fijadas con PFA al 1.5
%.

En las células fijadas con PFA al 1.5 % se observa una morfologia de linfocitos muy
bien definida del mismo modo que el pico de la fase GO-G1 al evaluar el contenido
de ADN. Con ambos métodos de fijacidn se observa la baja expresion de la ciclina
B1en la fase GO-G1.

Con los resultados mostrados decidimos que el mejor método de fijacion para las

células es con PFA al 1.5 % y como método de permeabilizacién metanol al 100 %.

6.5 Estimulacién y cultivo celular

Debido a que en la determinacién del contenido de ADN solo observamos el pico
correspondiente a la fase G0-G1 se afadié un estimulo policlonal con el kit Treg
expansion Kit (Miltenyi Biotec), que contiene microperlas con anti-CD3 y anti-CD28,
durante 48 horas en presencia de IL-2. Utilizamos un estimulo fuerte con el fin de
asegurarnos que las células proliferaran y asi poder observar todas las fases del

ciclo celular. En esta serie de experimentos utilizamos linfocitos Tcwm purificados.

En los Tem estimulados (Figura 6.5B) se observa un cambio en la morfologia en

comparacioén con los Tewm sin estimulo (Figura 6.5A). Considerando lo anterior es
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Figura 6.4. Diferentes métodos de fijacion y permeabilizaciéon con metanol. A) PBMCs fijadas con
PFA al 1 %. B) PBMCs fijadas con etanol al 75 %. C) PBMCs fijadas con PFA al 1.5 %. Todas las
células fueron permeabilizadas con metanol. El limite entre la poblacién positiva y negativa para la
expresion de Ciclina B se establecid con el control de isotipo anti-ciclina B1.
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evidente que al activar las células por medio de un estimulo policlonal se induce la
proliferacion y es posible observar todas las fases del ciclo en comparacion con las

células sin estimulo las cuales se encuentran en fase de reposo.

Adicionalmente, en las células estimuladas y no estimuladas se observa que la
expresion de la ciclina B1 va aumentando en cada fase del ciclo celular sin embargo
la proporcién de células es mucho menor en las células sin estimulo debido a que

hay menos células en las fases S y G2-M (Figura 6.5C).

Existe la posibilidad de que el estimulo estuvo presente por muchas horas y esto
per se podria inducir muerte celular y tanto las células de donadores como de
pacientes podrian proliferar demasiado, debido al estimulo tan fuerte. Por lo que
una vez que se probd que con células estimuladas se podian observar todas las
fases del ciclo celular, se establecié una nueva condicion de estimulo basados en
trabajos previos del grupo, en la que las células se dejaron durante 6 horas con las
microperlas con anti-CD3 y anti-CD28, para posteriormente cultivarlas durante 6
dias en presencia de IL-2. Siendo estas nuestras condiciones finales de

estimulacion y cultivo celular.

6.6 Determinacién del contenido de ADN, ciclina A2y ciclina B+

Con el objetivo de medir el contenido de DNA y la induccién de ciclina A2 y B1, los
Tem CD4* se estimularon a través de TCR con un estimulo policlonal (Treg

expansion Kit Miltenyi Biotec) durante 6 horas y dejando en cultivo durante 6 dias
en presencia de IL-2.

Los histogramas del contenido de ADN para Teu CD4* estimuladas (Figura 6.6B) y
no estimuladas (Figura 6.6A), son similares. La mayor proporcion de células se
encuentran en la fase GO-G1 en ambas condiciones. En las células sin estimulo hay
un mayor porcentaje de células en la fase S de en comparacién con las células
estimuladas y este comportamiento se invierte en la fase G2-M, es decir, hay un

mayor porcentaje en esta fase en las células estimuladas en comparacion con las
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células sin estimulo, es posible que esto se deba a que las células estimuladas

después de este tiempo de cultivo hayan regresado a la fase G0-G1.
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Figura 6.5. Determinacion del contenido de ADN y ciclina B1 en Tcm CD4+. A) Tcm CD4+ sin estimulo.
B) Tcm CD4+ activadas con un estimulo via TCR. C) Expresion de ciclina B1 en las diferentes fases
del ciclo celular, en células con y sin estimulo.

Enla Figura 6.6C se observa que a medida que el ciclo celular avanza, la expresion
de la ciclina A2 en los Tcm CD4* aumenta, a diferencia de los Tcm CD47 sin estimulo
en los que la expresion de la ciclina A2 es casi nula. Se observa el mismo
comportamiento para la expresion de la ciclina B1 (Figura 6.6D). Estos marcadores
(ciclina A2 y B1) sugieren que las células con estimulo proliferaron a diferencia de

las células que no recibieron un estimulo.

6.7 Titulacion del reactivo CellTrace

El reactivo CellTrace (Invitrogen) se utilizd para tener evidencia de que las células
completan la division celular. En la Figura 6.7 se observa la estrategia de analisis

que se siguio para observar la proliferacion celular. Primero se evaluaron singletsy

debido a que nos interesan unicamente las células vivas utilizamos el reactivo
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Figura 6.6. Determinacion del contenido de ADN, ciclina A2y ciclina B1. A) Tcm CD4* sin estimulo.
B) Tcm CD4* activadas con un estimulo. C) Expresion de la ciclina A2 en Tcm CD4*. D) Expresion de
la ciclina B1 Tcm CD4*.
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live/dead (Invitrogen) con el que establecimos los limites de las células vivas y

muertas.

A partir de las células vivas evaluamos morfologia de linfocitos y utilizando la

herramienta de histograma evaluamos la proliferacion de las células.

En la Figura 6.7A se muestra el histograma para las células que no fueron tefiidas

con CellTrace (Invitrogen) para obtener la posicion de la sefal negativa.

Con el fin de establecer la concentracién adecuada para observar la proliferacion
celular de las células se realizé la titulacion del reactivo CellTrace (Invitrogen). En
la Figura 6.7B se observan células Tcv CD4* que no fueron estimuladas y se
evaluaron diferentes concentraciones de CellTrace (Invitrogen) para determinar con

cual se aprecia mejor la sefal positiva basal o sin ninguna ronda de proliferacién.

Para células sin estimulo (Fig. 6.7B) se observa que la concentracion de 1 pl/ml es
la concentracion en la que el pico de la sefal positiva esta completo a diferencia de
las concentraciones de 3 y 5 pl/ml en donde la sefial es muy intensa y recorrida
hacia la derecha, por lo que la sefal llega al limite superior de deteccién del
citdmetro. Porotro lado, se observa que para las concentraciones menores a 1 ul/ml,
en las células sin estimulo, los picos son similares al pico correspondiente a 1 pl/ml
de reactivo pero recorridos a la izquierda, a menores intensidades de fluorescencia
de la grafica, lo que podria disminuir la capacidad de deteccion de las rondas de

replicacion.

En la Figura 6.7C se observan células estimuladas en las que se probaron 0.25,
0.5 y 1ul/ml. Para el pico de 1 y/ml se puede apreciar como el reactivo se diluye
debido a la proliferacién de las células activadas. También se observa que con
concentraciones menores a 1 pl/ml el reactivo se diluye mucho y los picos se
recorren hacia la izquierda, en el caso de la concentracion de 0.25 ul/ml el pico se
traslapa con la sefal negativa, por lo tanto estas ultimas concentraciones no serian
confiables para determinar las rondas de proliferacion, siendo 1 pl/ml la
concentracion con la que obtenemos mayor resolucién y por lo tanto la mas

adecuada en nuestro sistema.
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Figura 6.7. Titulacién del reactivo CellTrace. A) Tcm CD4* sin tefiir (sefial negativa). B) Titulacién
de CellTrace en Tcm CD4* sin estimulo. Las concentraciones evaluadas fueron 0.25, 0.5, 1,3y 5
pl/ml del reactivo CellTrace. C) Titulacion de CellTrace en Tcm CD4* con estimulo.
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6.8 Cinética

Para asegurarnos de que la tincidn se realizara en el momento adecuado, es decir,
que a los 6 dias posteriores a la estimulacion los Tem CD4* hayan pasado por todas
las fases del ciclo celular, se realizé6 una cinética a diferentes tiempos de cultivo

después del estimulo.

La tincién se realiz6é a los 2, 3, 4 y 6 dias posteriores a la estimulacién de los Tcwm

CD4*. Para las células sin estimulo la tincion se realizé a los mismos tiempos.

Para las células sin estimulo se observa que hasta el dia 4 las células no entran a
ciclo celular, es decir, se encuentran enfase G0-G1, hay un porcentaje muy bajo de
células en fase S. En el dia 6 de cultivo se observa un porcentaje mayor de células
en fase S. Sin embargo las células sin estimular nunca llegan hasta la fase G2-M
(Figura 6.8A). Esto coincide con la expresidon practicamente del cero por ciento
tanto de la ciclina A2como de la ciclina B1 en el dia 6 de cultivo (Figura 6.8By 6.8C,

respectivamente).

En la figura 6.8A se puede observar que las células con estimulo desde el dia 2 de
cultivo tienen un porcentaje considerable de células en la fase S. Al dia 3 se
comienzan a observar células en la fase G2-M. Al dia 4 se observa el porcentaje
maximo de células en la fase G2-M y al dia 6 la mayoria de las células se encuentra
nuevamente en la fase G0-G1, un porcentaje muy bajo se encuentra en la fase Sy
practicamente ninguna célula en G2-M. Simultaneamente la expresién de ciclinas
A2 y B1 aumenta en cada fase del ciclo celular al dia 6 (Figura 6.8B y 6.8C,

respectivamente).

Derivado de estos resultados podemos decir que el mejor tiempo de cultivo para

demostrar un posible arresto celular en las fases G2/M en pacientes VIH* es en el
dia 6.
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Figura 6.8. Cinética A) Evaluacién del contenido de ADN en Tcm CD4* en los diferentes tiempos de
cultivo. B) Expresion de la ciclina A2 en Tcm CD4* en el dia 6. C) Expresion de la ciclina B1 en Tem
CD4" en el dia 6.
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7 Discusiéon

La importancia de la estandarizacion de una técnica radica en asegurar que los
resultados que se obtienen en un estudio son confiables, ya que durante el proceso
de estandarizacion se establecen las condiciones optimas para evaluar las variables
en un estudio, en nuestro caso, un estudio comparativo de pacientes VIH" y
controles. Con la estandarizacion podemos asegurar que, si hay diferencias
significativas de las variables evaluadas entre pacientes y controles, no estaran
sesgadas por algun error en la metodologia, ya que podemos confiar en las

diferencias significativas que pudieran existir.

Debido a que nuestra pregunta central de investigacion es demostrar como es que
mueren las células Tcv CD4* de pacientes VIH*, y tomando en cuenta que en los
hallazgos previos del grupo de trabajo se encontré que estas células tienen una
firma de expresidon génica que sugiere un aumento en la entrada a ciclo celular y
avance hasta la fase S, que continia con arresto del ciclo celular en la fase G2-M,
en comparacion de las células Tcm CD4* de controles VIH- (39), en este trabajo se
estandarizé la metodologia para evaluar viabilidad, morfologia, contenido de ADN,
proliferacion y expresion de ciclinas A2 y B1 en las diferentes fases del ciclo celular
en células Tcv CD4*. Esta determinacion simultanea se hizo con el fin de probar
que las células se encuentran vivas en el momento de la determinacién ya que las
células muertas cambian su inmunofenotipo (47); asegurar que la poblacién
evaluada son linfocitos y poder observar en dicha poblacion las diferentes fases del
ciclo celular asi como demostrar que estan proliferando. Con ayuda de la expresion
de las ciclinas A2y B1, que son indicadores de la fase del ciclo, podemos determinar
la fase del ciclo en la que se encuentran las células, es decir, en fase G2 o M, en la
que de acuerdo a nuestra hipétesis podria haber un arresto de las células Tcm CD4*

de pacientes VIH*.

En nuestros experimentos requerimos una pureza mayor al 90 % de las células Tcwm
CD4* para tener la confianza de que los fendbmenos que observemos en los

parametros que evaluamos estén restringidos a las células Tcw CD4*y que no estén

50



ocurriendo en otras subpoblaciones. Es por esto que en todos los experimentos de
purificacion de la subpoblacion de células Tcv CD4* realizamos una tincion para

verificar que la pureza que requerimos se cumpla.

Lo primero que evaluamos fue el contenido de ADN y debido a que la fijacion y
permeabilizacion de las células puede influir en la tincién, también evaluamos estas
condiciones. Para probar que el reactivo FxCycle Violet (Invitrogen) funciona bajo
nuestras condiciones de trabajo, determinamos el contenido de ADN en la linea
celular premonocitica humana THP1 (ATCC TIB-202), ya que las lineas celulares
tienen la caracteristica de proliferar todo el tiempo, y con esto aseguramos ver las
diferentes fases del ciclo celular. Se observa que los histogramas del contenido de
ADN en las Figuras 6.2B y 6.2C tienen una forma atipica antes del pico en G0/G1
que se debe a que las células de tumores malignos son aneuploides (84). Pero a

pesar de esto comprobamos que el reactivo funciona.

Es importante destacar que el criterio que seguimos para establecer los gates en
las fases del ciclo celular fue asignarle la fase GO/G1 al primer pico de células. Para
determinar el gate de la fase G2/M obtuvimos la IMF de la primer fase y la
multiplicamos por dos, ya que en G2/M las células tienen el doble de ADN de lo que

tienen las células en las primeras fases del ciclo celular (42).

En estos experimentos observamos que la morfologia de los linfocitos cambia entre
un método de fijacién y otro, por lo que en los siguientes experimentos nos
enfocamos en la fijacion y permeabilizacion de las células para asegurar la
morfologia de las células y de seleccionar correctamente a la poblacion de linfocitos,

nuestra poblacidn de interés.

Realizamos una tincidon con un anticuerpo anti CD4 conjugado a un fluorocromo y
con el fin de asegurar que la poblacion seleccionada fueran los linfocitos. En la
Figura 6.3A se observd que las células tefiidas con anti CD4 y posteriormente
fijadas con PFA al 1 % mantienen la tincion con anti CD4, a diferencia de las células
fijadas con etanol al 75 % en las que la tincidon extracelular con CD4 no resiste. Lo

que nos hizo pensar que no solo la fijacion de las células afectaba la morfologia,

51



sino también la permeabilizacion. Hasta ahora la permeabilizacién se habia
realizado con TRITON x-100 al 0.25 %.

En la literatura encontramos que el PFA al 1.5 % y el metanol al 100 % fijan y
permeabilizan, respectivamente, de manera Optima en tinciones intracelulares de
fosfoproteinas (85), por lo que probamos estos reactivos con los que obtuvimos una
morfologia muy clara de los linfocitos y el pico de la fase GO/G1 en el histograma de
frecuencia del contenido de ADN (Figura 6.4 B).

Para demostrar en qué fase del ciclo celular se encuentran las células, ademas de
analizar el contenido de ADN, es importante determinar la expresion de las ciclinas
A2y B1, ya que debido a que se expresan transitoriamente durante el crecimiento
normal de las células en puntos especificos en el ciclo celular, su presencia en las
células proporciona un marcador de una fase del ciclo celular en particular, esto
junto con el analisis de contenido de ADN permite establecer con gran exactitud
puntos de arresto celular en el ciclo (47). En la Figura 6.4 se observa que la
expresion de las ciclinas A2 y B1 es casi nula en condiciones basales. Este resultado
y el hecho de que no observaramos todas las fases del ciclo celular por el contenido
de DNA, se debe a que las células normalmente no se encuentran todo el tiempo
en ciclo (86), por lo anterior fue necesario adicionar un estimulo para inducir su

entrada al ciclo y observar todas las fases.

Para asegurarnos de que el estimulo fuera lo suficientemente fuerte y que las
células proliferaran, se afiadié un estimulo policlonal via TCR con microperlas con

anti-CD3 y anti-CD28, durante 48 horas en presencia de IL-2.

El kit Treg expansion Kit (Miltenyi Biotec) que utilizamos contiene perlas con
antibiotina y anticuerpos biotinilados dirigidos contra las moléculas de superficie
CD3 y CD28. Estas perlas son usadas para imitar la presentacion del antigeno y
activa a las células T (87). La transduccion de sefiales por el TCR, después del
estimulo con los anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28, vincula el
reconocimiento del antigeno con las respuestas funcionales. EIl reconocimiento
antigénico inicia una secuencia de sefiales bioquimicas en las células T que da lugar

a la activacidn transcripcional de determinados genes y a la entrada de las células
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en el ciclo celular. CD28 es una molécula coestimuladora y las sefiales mediadas
por ella aumentan la produccion de citocinas, incluida la IL-2 que es el factor de

crecimiento autdcrino de la célula T (88) .

Por otra parte, el forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), también estimula a las
células T. Lo hace a través de la activacién directa de la PKC (proteina cinasa C)
(89). Sin embargo, la estimulacién con este agente lleva a una rapida regulacion
negativa en la expresion de CD4 en la membrana (90). El estimular a linfocitos T
con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 acoplados a perlas magnéticas provee un
mecanismo mas parecido al fisiolégico que los tradicionalmente usados como PMA-

ionomicina. Es por esto que elegimos el estimulo via TCR.

Tuvimos un control con células sin estimulo en las que vimos que no hay entrada a
ciclo celular (Figura 6.5A). Esto lo pudimos corroborar al ver que la expresion de
las ciclinas A2 y B1 es muy baja, en comparacion de la expresion en células que

fueron estimuladas y que si entraron a ciclo (Figura 6.6C, Figura 6.6D).

Nosotros utilizamos a las ciclinas A2 'y B1 ya que por su periodicidad en el ciclo
celular (61) son una herramienta muy util para saber en qué fase del ciclo se
encontraran las células Tcm CD4* de pacientes VIH*, nuestra hipotesis es que
estaran arrestadas en G2/M y en ese caso habria acumulacién de ciclinas en dichas
fases. Pero la expresién de las ciclinas, no es evidencia suficiente para probar que
las células completan la divisién celular, solo es un marcador con el que podemos
saber en qué fase del ciclo celular se encuentran las células (91).

Teniendo en cuenta que la mayoria de las Tcw tienen una gran actividad
proliferativa, y que para corroborar su posible arresto en pacientes VIH* es
necesario tener evidencia de que las células que entran al ciclo completan la divisidon
celular. Para tener evidencia de esto utilizamos el reactivo CellTrace que es un
rastreador de proliferacion celular. Este reactivo fluorescente atraviesa facilmente la
membrana plasmatica y se une covalentemente a las aminas libres en el interior de
la célula después de su hidrdlisis, con cada generacion de células el reactivo se
diluye y es posible observar mas de seis generaciones de células proliferantes (92).

Llegamos a la conclusion de que la concentracion mas adecuada del reactivo es de
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1 ul/ml y de acuerdo con nuestra hipotesis esperamos que en caso de que las
células Tcm CD4* de pacientes VIH* se encuentren arrestadas en G2/M, no
proliferaran, por lo tanto no observaremos la dilucion del reactivo CellTrace a
diferencia de las células Tcm CD4* de los controles. Adicionalmente podremos
determinar el contenido de ADN vy la expresion de ciclinas con lo que
corroboraremos un arresto de las células Tcm CD4* de pacientes VIH*.

Una vez que comprobamos que las células con estimulo entraban a ciclo, decidimos
que el estimulo se dejaria solo 6 horas y posteriormente las células serian cultivadas
en presencia de IL-2 durante 6 dias, esto se hizo para evitar que tanto las células
de donadores como las de pacientes VIH* proliferen de forma aumentada por un
estimulo tan fuerte (48 horas). Con esto también evitamos que se presente muerte

celular inducida por activacion (86).

Para comprobar que el tiempo de cultivo es el adecuado para realizar la tincion de
las células, realizamos la tincién a diferentes tiempos de cultivo en donde nos
centramos en ver como se va modificando el histograma del contenido de ADN con
el paso de los dias, ya que para sustentar que las células Tcv CD4* de pacientes
se encuentran arrestadas en G2/M, es necesario probar que el tiempo de cultivo es

suficiente para que pasen por todas las fases del ciclo celular.

Como ya se menciond, las células que no fueron estimuladas no entran a ciclo
celular (Figura 6.8), esto se corrobora al observar que no hay expresiéon de ciclinas
en estas células (Figura 6.8B-6.8C). Por otra parte, las células estimuladas llegan
a su maximo porcentaje de células en G2/M en el dia 4 de cultivo celular (Figura
6.8A). Es razonable pensar que este tiempo de cultivo seria el mas apropiado para
realizar la tincion de las células Tcm CD4*, sin embargo, al observar que al dia 6
muy probablemente las células han concluido el ciclo celular y regresado a la fase
GO0/G1 y pensando que en las Tcm CD4* de pacientes habra un arresto, el mejor dia
para realizar la tincion es en el dia 6, ya que tendremos evidencia de que si las
células “normales” al dia 6 ya no se encuentran en fase G2/M y en pacientes las

células siguen en estas fases, sera evidente que hay un arresto, siempre y cuando
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sea corroborado con la expresiéon de ciclinas mitéticas y del rastreador de

proliferacion.

El objetivo de este trabajo fue estandarizar la metodologia para determinar el
contenido de ADNy la expresion ciclinas A2y B1, en células Tcv CD4* de pacientes
VIH*. En este trabajo nos enfocamos en establecer una metodologia que nos
permita demostrar arresto en el ciclo celular de las Tcv CD4* de pacientes, como lo

planteamos en nuestra hipotesis.

Como ya se menciond, en hallazgos previos del grupo se encontré que las células
Tcm CD4* de los pacientes VIH* tienen una firma de expresion génica que las
diferencia de las células Tcm CD4* de los controles, en las que estas células tienen
sobre expresados genes asociados a la promocion de entrada a ciclo y avance
hasta fase S, la cual es seguida por arresto G2/M y este arresto a su vez es seguido
por muerte por una via diferente a la apoptosis mediada por caspasas 9 y 3 (39).
Tomando en cuenta este antecedente, y retomando nuestra pregunta central de
como es que las células Tcm CD4* de pacientes VIH* mueren, es fundamental
realizar, adicionalmente a este trabajo, un estudio que revele el tipo de muerte por

el cual estas células estan muriendo después del arresto en el ciclo celular.

8 Conclusiones

Se logré estandarizar la metodologia para evaluar las variables que nos confirmen
el arresto de las células Tcv CD4* de pacientes VIH* en las fases G2/M del ciclo

celular.

Con la confirmacién del arresto de las células Tcv CD4* de pacientes VIH* a
diferencia de las células de controles, seguida de la determinacién del tipo de
muerte de estas células, se tendria conocimiento de porqué se pierde la
homeostasis de las células Tcv CD4* y porqué se pierde el periodo asintomatico de

la infeccion que lleva a los pacientes a desarrollar sida.
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