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1. INTRODUCCION

El ser humano estd constantemente expuesto a una gran variedad de
microorganismos infecciosos que se encuentran en el medio ambiente
(bacterias, virus, hongos, parasitos, etc) y que en determinadas ocasiones,
cuando lo invaden y se reproducen en él, pueden llegar a causarle
enfermedades. Para combatir estas situaciones, es necesaria la presencia de
ciertos mecanismos de defensa, que eviten la invasién del organismo por
este sinfin de posibles patdgenos. Los diferentes componentes del sistema
inmunitario son los encargados de desarrollar esta accion de prevencion y/o
eliminacion, a través de barreras efectivas (piel y mucosas), células
competentes (fagocitos, linfocitos) y diferentes moléculas efectoras
(sistema de complemento, anticuerpos, citocinas, quimiocinas, etc) que en
su conjunto constituyen una unidad funcional altamente eficaz.

Para poder ejercer su funcidn protectora, el sistema inmunitario (SI)
actla de manera “taoista”, diferenciando lo propio de cualquier agente
externo que es considerado como extrafio y por tanto negativo, al
representar un elemento lesional que debe ser eliminado. Este papel o
caracteristica central del SI (discernir lo propio de lo extrano) es
desempefiado por las células inmunitarias (linfocitos, células presentadoras,
células accesorias) que, en condiciones normales, se encuentran circulando
en el organismo, por la sangre y la linfa, hacia los microambientes que
caracterizan el lugar del encuentro con el antigeno y que se constituyen en
grupos celulares definibles anatdmicamente (6rganos linfoides). De hecho,
esta circulacién o vigilancia de las células inmunitarias se extiende hacia
casi todos los tejidos, exceptuando parcialmente el sistema nervioso
central, en el que la llegada linfocitaria puede considerarse muy escasa. En
condiciones normales, este proceso de vigilancia se conoce como
“recirculacién” y tiene por finalidad detectar el momento en que se produce
la invasién del agente patdgeno que posteriormente sera presentado de
forma eficaz a los pocos linfocitos que pueden reconocerlo especificamente

(clones). A partir de este reconocimiento, los linfocitos lideraran la reaccion



(respuesta inmune) contra el microorganismo o agente extrafo para evitar
que desarrolle su capacidad lesional.

En este sentido, cuando el organismo sufre la invasién de algun
agente infeccioso o bien cuando se produce una lesién fisica, este proceso
de circulacién continua se incrementa notablemente tanto en cantidad como
en calidad, potenciandose la llegada de determinados tipos celulares que
favorecen la aparicion de la inflamacién. Asi podemos decir que la
inflamacién se caracteriza por una activacién selectiva de ciertos elementos
celulares circulantes, que migran de forma masiva desde los capilares hacia
el sitio especifico donde se estd produciendo la lesién. De hecho, estos
cambios celulares se explican basicamente por el aumento del voliumen
sanguineo en la zona afectada y por el incremento en la permeabilidad
vascular debido a cambios funcionales en las células endoteliales. De esta
manera se facilita inicialmente la llegada de neutréfilos y de macréfagos (las
primeras células en acudir), al igual que los linfocitos que se involucran en
ciertas ocasiones y de forma mas retardada. Todas estas células
inflamatorias son dirigidas a través de estimulos quimiotacticos y definidas
por la intervencidon secuencial de moléculas de adhesién, que posibilitan su
distribucién por los diferentes tejidos hasta el lugar de destino (Roitt,
1993).

La descripcion de los procesos inflamatorios se inicidé con estudios
realizados hace ya mas de cien afos, en los que se vio que la inflamacion
casi siempre estaba acompafiada de un infiltrado relativamente importante
de leucocitos en el sitio de la inflamacién (Gallin, et al, 1892). Afios mas
tarde, Elie Metchnikoff reconocié que estos leucocitos eran capaces de
atravesar el endotelio vascular por diapédesis y migrar desde la circulacién
hasta el sitio preciso de la infeccidn, para digerir e internalizar los
microorganismos causantes de la misma (Metchnikoff, 1901). A partir de
estas observaciones y de muchas otras posteriores surgieron algunas
interrogantes que se consideraron (y aun hoy se consideran) preguntas
centrales del comportamiento del sistema inmunitario; équé motiva a las
células para migrar de forma especifica al lugar de la infecciéon?, ¢ qué
distingue la inflamacién patoldgica de la recirculacién fisioldgica ?, ¢ éstos
fendomenos obedecen a algun estimulo procedente de los patdégenos o bien

estan dirigidos por algun tipo de sefial o mediador enddgeno ?.



Estas interrogantes estuvieron muchos afios sin ser abordadas, hasta
gue a finales de los afios 60 se demostrd in vitro que los leucocitos eran
capaces de migrar a través de unos filtros, cuando estos se enfrentaban a
un estimulo inflamatorio que actuaba como quimioatrayente. Estos estudios
se realizaron gracias a la invencion de la camara de quimiotaxis, como se
conoce hoy, por Boyden, que permite estudiar como los leucocitos son
capaces de migrar (Boyden, 1962) y como determinadas sustancias
solubles definen esta migracion, atrayendo a los leucocitos a favor de
gradientes de concentracién (quimiotaxis). A partir de estos experimentos
iniciales, se identificaron los factores quimiotacticos mas potentes y se
describié que estos procedian tanto de origen endégeno como exdgeno. Asi,
entre estos factores, se encuentran el N-formyl-methionyl-leucyl-phenyl-
alanine (fMLF), de origen exdgeno y generado sélo por las células
procariotas, y sustancias enddégenas como el leucotrieno B, (LTB,4), el C5a
(generado a partir de la activacion de la cascada del complemento) y el
factor activador de plaquetas (PAF); todos ellos actian como potentes
agentes quimiotacticos (Snyderman R and Uhing RJ, 1992; Goldstein IM,
1992; Hwang S-B, 1990).

Con el transcurrir de los afios, se han ido definiendo un amplisimo
grupo de determinantes de quimiotaxis procedentes tanto de proteinas del
suero, como de péptidos derivados de bacterias, de estructuras celulares y
tisulares, y todos ellos con la peculiaridad de poder influir o facilitar, en
determinadas ocasiones, la migracion selectiva a favor de un gradiente de
concentracidon. Entre ellos, se encontrd un gran numero de proteinas
quimioatrayentes para leucocitos, estructuralmente relacionadas y que se
agruparon dentro de lo que hoy conocemos como superfamilia de las
quimiocinas (Oppenheim et al., 1991). EI nombre de “Chemokine”
(quimiocina) fue propuesto en el Tercer simposium internacional de
citocinas quimiotacticas en Baden, en 1992, al combinar los términos
Chemoattractant and cytokine (citocina quimioatrayente), propiedades

basicas que reflejan las caracteristicas de los péptidos en cuestion.

1.1 Quimiocinas



El elemento determinante para la agrupacion de las quimiocinas como
una gran familia molecular se derivé de los estudios sobre el factor
plaquetario 4 (PF4), presente en los granulos o de las plaquetas. El PF4
ademas de unirse fuertemente a la heparina y promover la coagulacion de
la sangre (Deutsch and Krain, 1961), ejerce un papel fundamental en el
inicio de los procesos inflamatorios. El interés de los cientificos por su
actividad biolégica condujo a identificar su secuencia aminoacidica (Deuel et
al., 1977), la cual respondia a una proteina pequena de 70 aminoacidos,
gue contaba con cuatro residuos de cisteina. Afos mas tarde, se demostro
gue ademds de su efecto coagulante, PF4 inducia selectivamente la
migracion de monocitos y neutréfilos (Deuel et al.,, 1981) e incluso de
fibroblastos (Senior et al., 1983), por lo que inmediatamente se intenté ver
la relacién que su peculiar estructura pudiera tener con su funcién.

Ademas de PF4, también se reportd la presencia de PBP (Platelet
Basic Protein), TGF-B y B-TG (B-tromboglobulina) en el interior de los
granulos o de las plaquetas, asi como su liberacién tras la activacién
plaquetaria. De hecho, la PBP tras sufrir un proceso proteolitico en el
extremo N-terminal, es capaz de generar tres moléculas distintas con
actividades bioldgicas claramente diferenciables: la B-TG, la CTAP-III
(Connective Tissue Activating Protein I11) y la NAP-2 (Neutrophil Activating
Peptide 2) (Begg et al., 1978). La B-TG, descrita como una proteina de 81
aminoacidos, con cuatro residuos de cisteina, también demostrd presentar
propiedades quimioatrayentes para fibroblastos (Senior et al., 1983),
aunque no se reportd lo mismo sobre monocitos y neutréfilos.

La continua descripcién de otras proteinas con estas propiedades
guimioatrayentes sobre los leucocitos ha permitido comprobar la relacién
entre estructura y funcion, definiendo a partir de los datos comparativos
con PF4, aquellas caracteristicas estructurales comunes (proteinas menores
de 100 aminoacidos con cuatro residuos de cisteina). A la vez, esta
comparacion estructural ha permitido una mejor comprensién sobre otras
moléculas implicadas en los procesos de inflamacién y recirculacion.

En el afdan por descubrir nuevas proteinas quimioatrayentes para
leucocitos y entender los mecanismos que explican su funcién, se
estudiaron las propiedades fisicas y quimicas de diferentes proteinas

atrayentes, purificdndolas y posteriormente analizandolas estructuralmente.



A partir de estos analisis se identificaron varias de las CXC quimiocinas que
conocemos actualmente.

Hoy en dia, el descubrimiento de nuevas quimiocinas resulta mucho
mas simple y rapido gracias a las bases de datos informatizadas sobre
secuencias nucleotidicas de que disponemos. A partir de ellas, encontrar
proteinas de pequeno tamafio y con la estructura molecular caracteristica
(cuatro residuos cisteinicos) de las quimiocinas ha resultado mas sencillo
(Nagira et al., 1997; Bazan et al., 1997), provocando un incremento

constante en el proceso de definicion de nuevas proteinas.

1.1.1. Clasificaciéon y Nomenclatura

La clasificacion de las quimiocinas, como una gran familia de citocinas
guimiotacticas, ha contribuido de manera importante al esclarecimiento de
las bases moleculares que definen el reclutamiento de diferentes
subpoblaciones leucocitarias y la migracién selectiva de las mismas (a
través de las interacciones con sus receptores celulares de membrana) a
aquellos lugares en los que se esta desarrollando un proceso infeccioso,
inflamatorio o de recirculacion normal.

De hecho, el descubrimiento de estas pequenas moléculas (~8-14
Da), estructuralmente relacionadas y caracterizadas por regular el trafico de
leucocitos, se produjo de una forma acelerada en el tiempo, provocando
que varios investigadores utilizaran nombres distintos para referirse a una
misma proteina. Esta poca claridad e imprecisién de terminologias hizo que
los investigadores propusieran una nomenclatura comun para identificar de
forma mas facil y precisa a cada una de las quimiocinas. De esta manera,
en el Keystone Chemokine Sysposium se presentd una propuesta de
nomenclatura reglada, a través de la cual se identifican las quimiocinas y
las familias a las cuales pertenecen (Tabla I.1.). Esta propuesta de
racionalizacion se estd imponiendo y estd siendo considerada como la
nomenclatura mas actualizada para las quimiocinas.

Previamente, esta gran familia de proteinas, se subdivididé en cuatro
grupos, en funcion de los primeros residuos de cisteina (1 6 2) presentes en
el extremo N-terminal de la proteina madura y del nimero de aminoacidos

presentes entre estos residuos. De esta manera tenemos dos grupos



principales, conformado por las CXC (o a-quimiocina) que presentan un
aminoacido entre los residuos de cisteina y las CC (6 B-quimiocina) que no
presentan aminoacido alguno entre los dos residuos, con lo cual
permanecen contiguos. Valdria la pena recalcar que existe un subgrupo de
la familia de las CC quimiocinas conformado por las I-309, HCC-2, MPIF-1 y
la SLC quimiocina, que presentan seis cisteinas (Miller et al., 1990; Nagira
et al., 1997), mientras que la Eotaxina 2 presenta 5 residuos de cisteina
(Nagira et al., 1997). En el caso de I-309, HCC-2 y MPIF-1, uno de los
residuos extra de cisteina estd localizado en la hoja B y el otro en el
extremo C-terminal de la hélice a, sugiriendo que estas cisteinas pudieran
estar involucradas en la formacion del tercer puente disulfuro entre la hélice
del extremo C-terminal y la hoja B. En cuanto a la SLC, los dos residuos
extras de cisteinas, se encuentran en el dominio C-terminal (Nagira et al.,
1997). Sin embargo, hasta ahora no se ha podido definir inequivocamente,
que efecto diferencial pueda generar la presencia de estas cisteinas
adicionales y las repercusiones en sus actividades bioldgicas.

Dentro de estos dos grupos CXC y CC quimiocinas, se encuentran casi
la totalidad de las quimiocinas descritas hasta el momento. Sin embargo, se
han descrito dos familias mas de quimiocinas que cuentan con un solo
integrante cada una: la C quimiocina y la CX35C quimiocina.

La C quimiocina (6 y-quimiocina) presenta, como caracteristica
peculiar, un solo residuo de cisteina en el extremo N-terminal. Sin embargo,
a pesar de la falta de uno de los residuos en el extremo N-terminal y el
tercer residuo de cisteina presente en el resto de las quimiocinas (Fig.I.1),
ésta es capaz de desarrollar actividades quimiotacticas. Esto sugiere que la
sustitucion de estos residuos conservados no impiden mantener la
conformacion funcional de la molécula. En cuanto a esta familia, la Unica
quimiocina que se ha caracterizado hasta ahora es la Linfotactina, de la cual
se distinguen dos formas (Kelner et al., 1994), la Linfotactina a U23772, y
la linfotactina B, hoy en dia designadas como XCL1 y XCL2 respectivamente.
Ambas quimiocinas son producto de genes estrechamente relacionados, que
se encuentran ubicados en el cromosoma 1. En cuanto a su estructura
proteica, se caracterizan por presentar dos aminoacidos diferentes (HR (en
la XCL2), en lugar de DK (en la XCL1)), que se localizan poco antes de la

primera cisteina.



Tabla 1.1: CXC, CC, XCy CX3C Quimiocinas y Receptores

CXC Quimiocinas

Nueva Nomenclatura Antigua Nomenclatura Cromosoma Receptor
CXCL1 GROo / MGSA-a 4g912-g13 CXCR1, CXCR2
CXCL2 GRO§ / MGSA-§ 4q12-q13 CXCR2
CXCL3 GROy/ MGSA--y 4912-g13 CXCR2
CXCL4 PF4 4912-q13 Desconocido
CXCL5 ENA-78 4g912-g13 CXCR2
CXCL6 GCP-2 4912-g13 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2 4912-913 CXCR2
CXCL8 IL-8 4q12-913 CXCR1, CXCR2
CXCL9 Mig 4g21.21 CXCR3
CXCL10 IP-10 4¢21.21 CXCR3
CXCL11 I-TAC 4921.21 CXCR3
CXCL12 SDF-1a./ 8 10q11.1 CXCR4
CXCL13 BLC / BCA-1 4921 CXCR5
CXCL14 BRAK / bolekine Desconocido Desconocido

CC Quimiocinas

Nueva Nomenclatura Antigua Nomenclatura Cromosoma Receptor
CCL1 1-309 17911.2 CCR8
CCL2 MCP-1/MCAF 17q11.2 CCR2
CCL3 MIP-10/LD78a 17911.2 CCR1, CCR5
CCL4 MIP-18 17q11.2 CCR5
CCL5 RANTES 17911.2 CCR1, CCR3, CCR5
CCL7 MCP-3 17911.2 CCR1,CCR2,CCR3
CCL8 MCP-2 17911.2 CCR3
CCL11 Eotaxina 17911.2 CCR3
CCL13 MCP-4 17911.2 CCR2,CCR3
CCL14 HCC-1 17q11.2 CCR1
CCL15 HCC-2/Lkn-1/MIP-15 17911.2 CCR1,CCR3
CCL16 HCC-4/LEC 17911.2 CCR1
CCL17 TARC 16913 CCR4
CCL18 DC-CK1/PARC AMAC-1 17911.2 Desconocido
CCL19 MIP-38/ELC/Exodus-3 9p13 CCR7
CCL20 MIP-3o/ELC/Exodus-1 2g33-g37 CCR6
CCL21 6Cquina/SLC/Exodus-2 9pl3 CCR7
CCL22 MDC/STCP-1 16013 CCR4
CCL23 MPIF-1 17911.2 CCR1
CCL24 MPIF-2/Eotaxina-2 7011.23 CCR3
CCL25 TECK 19p13.2 CCR9
CCL26 Eotaxina-3 7011.23 CCR3
CCL27 CTACK/ILC 9p13 CCR10
CCL28 MEC 5 CCR3, CCR10

C Quimiocinas

Nueva Nomenclatura Antigua Nomenclatura Cromosoma Receptor
XCL1 Linfotactina/SCM-1a/ATAC 1923 XCR1
XCL2 SCM-18§ 1923 XCR1
CX3C Quimiocinas
Nueva Nomenclatura Antigua Nomenclatura Cromosoma Receptor
CX3CL1 Fractalquina 16913 CX3CR1

Tabla 1.1: Nomenclatura propuesta al Subcomité de Nomenclatura de Quimiocinas de la
Union Internacional de Sociedades Inmundlogicas (IUIS) (Chairman, R. Thorpe). Muestra la



nomenclatura actual, la antigua, la localizacién cromosdémica de los genes codificantes para

cada una de ellas y sus receptores (Adaptado de Zlotnik A. and Yoshie O, 2000).

Por Ultimo, tenemos la CX3C quimiocina (6 §-quimiocina) que
presenta 3 aminoacidos entre los dos residuos de cisteina del extremo N-
terminal. Esta proteina, ademas de presentar el dominio N-terminal de las
quimiocinas, presenta un dominio transmembrana (de tipo mucina) y uno
citoplasmatico (propiedad que la caracteriza como una quimiocina de
membrana) (Bazan et al., 1997; Pan et al., 1997). La Fractalkina es la Unica
quimiocina que ha sido identificada dentro de este grupo hasta el momento
y a pesar de que se expresa y se encuentra fija a la membrana, también se
ha descrito una forma soluble de 95 KDa. Esta forma soluble de 76
aminoacidos es funcional y puede provocar el flujo de calcio intracelular e
inducir actividades quimioatrayentes en las células que expresen el receptor
CXCR1 (receptor monoespecifico de la Fractalkina).

Por otro lado, la nomenclatura de los receptores estd también
consensuada. La terminologia de receptores transmembrana acoplados a la
proteina G, empleada en un principio, fue simplificada y se aplicé una
basada en las caracteristicas estructurales de las subfamilias de sus
ligandos correspondientes. De esta manera se nombran como CXC, CC, Cy
CX3C, acompanados de una R (que indica que es receptor para una
guimiocina de esa familia) y de un numero (que identifica al receptor en
cuestién). Es asi, como los receptores quedan clasificados de la siguiente
manera: CCR1-9, CXCR1-5, XCR1 (receptor de la linfotactina) y el CX3CR1
(receptor de la fractalkina) (Zlotnik and Osamu, 2000). De hecho, esta
nomenclatura de los receptores fue propuesta incluso antes del Chemokine
Symposium y su simplicidad animé a los participantes del simposium a
intentar la unificacién de la terminologia de las quimiocinas.

Por lo que se refiere a la nomenclatura de los genes también existe
una propuesta unificadora. Haciendo referencia a la nomenclatura
previamente en uso, que desighaba los genes de las quimiocinas con las
siglas SCY (Small Secreted Cytokine), la propuesta de Keystone agregd una
letra al lado que identifica a cada una de las familias. De esta manera, los
genes SCYa, corresponden a las CC quimiocinas; los SCYb, corresponden a

las CXC quimiocinas; el SCYc es el que codifica para la C quimiocina y por



ultimo el SCYd es el gen de la fractalquina o CX3C quimiocina. Ahora bien,
para ser mas especificos en cuanto a la nomenclatura de la familia de los
genes SCYa y SCYb, ya que éstas pueden incluir varios genes diferentes, se
acordd agregar el numero de la quimiocina para la que codifican, por
ejemplo, el gen SCYa 27 es el que codifica para la quimiocina CCL27.

Si bien aun coexisten los términos mas clasicos (como MIP-1B), esta
nomenclatura debe considerarse como la opcidén a usar, puesto que
pretende la identificacion clara y precisa del ligando, receptor y gen en
cuestién. Ademas, este sistema permite una mejor comprension de la
terminologia que hasta ahora resultaba confusa y reiterativa, unificando
términos que dispersaban la informacién relativa a cada quimiocina. De
cualquier modo, existen términos muy extendidos como es el caso de MIP-
1B, la quimiocina que centra esta tesis. La amplia aceptacién de este
nombre ha hecho que optdramos por él al referirnos a esta quimiocina, en
un intento de simplificar lecturas parciales en este texto, en las cuales el

término CCL4 obligaria a muchos a buscar su equivalente como MIP-18.

1.1.2. Organizacion Genética

La mayoria de las quimiocinas, si no todas, probablemente derivan de
la duplicacién de un gen ancestral comun (Zlotnik et al., 2000). Varias de
las CXC quimiocinas, que actlan principalmente en neutrofilos, se
encuentran ubicadas en el cromosoma 4ql12-13, mientras que las CC
guimiocinas, que actuan principalmente en monocitos, se encuentran
ubicadas en el cromosoma 17g11.2. Por otro lado, valdria la pena recalcar
un dato curioso y es que existe un pequefio grupo de CXC quimiocinas
(CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 y CXCL11/I-TAC) que han mostrado ser
altamente especificas para linfocitos T y que se encuentran en el
cromosoma 4, pero localizadas en un minicluster aparte (4g21.21). Esta
ubicacion selectiva pareciera estar relacionada con la especializacién
funcional que desarrolla la citada subfamilia de quimiocinas durante su
proceso evolutivo: no parecen compartir receptores ni desarrollar funciones
similares al resto de las quimiocinas, lo cual hace pensar ademas, que estas
guimiocinas pueden considerarse mas antiguas hablando en términos
evolutivos (Zlotnik and Osamu, 2000).



Por otro lado cabe resefiar, que los genes de las CC y CXC
guimiocinas descritas mas recientemente, tienden a ocupar una posicién
distinta en el cromosoma, al de los cluster principales (4q12-13y 17q11.2).

La multiplicacién de genes en estos clusters probablemente se pueda
relacionar con el gran numero de quimiocinas que tienen que actuar en un
momento dado, para ejercer un efecto quimioatrayente efectivo sobre
neutrdéfilos o monocitos en un proceso de respuesta inflamatoria.

En cuanto a su estructura gendmica, se ha constatado que los genes
de las CXC quimiocinas estan representados mayoritariamente por cuatro
exones y tres intrones. Estos genes cuentan ademas con otra caracteristica
especial, y es que la secuencia que limita exén/intron estad altamente
conservada en esta familia. Por su parte los genes de las CC quimiocinas,
sOlo tienen tres exones y dos intrones (Schall, 1991; Miller and Krangel,
1992), aunque no nos extenderemos en la descripcién de esta estructura

gendmica conservada que de hecho no aplica a MIP-18.

1.1.3. Estructura proteica

Las quimiocinas presentan una caracteristica fundamental en cuanto
a su estructura secundaria, y es la presencia de tres hojas B antiparalelas,
una hélice a en el extremo C-terminal y una region N-terminal flexible
seguida por un asa. La relacién espacial que existe entre el extremo N-
terminal, la hoja B y la hélice a, se mantiene gracias a los dos puentes
disulfuros intracatenarios. Esta estructura tridimensional no pasaria de ser
una peculiaridad descriptiva, si no fuera porque cada una de estas zonas
estructurales determinan propiedades funcionales bastante caracteristicas.

Asi, el extremo N-terminal es esencial para la activaciéon de
receptores acoplados a proteina G (Gong and Clark-Lewis, 1995). De hecho,
el extremo N-terminal junto con la hoja B son capaces de crear una
estructura para que se lleven a cabo las interacciones de alta afinidad entre
el ligando y sus receptores. Por su parte, la hélice a ubicada en el extremo
C-terminal de algunas quimiocinas establece interaciones de baja afinidad
entre la proteina y los glicosaminoglicanos, presentes en la matriz
extracelular y en la superficie de las células endoteliales (Witt and Lander,
1994).



En cuanto a las diferencias que existen entre las estructuras
primarias de las quimiocinas, podriamos decir que éstas estan relacionadas
con su especificidad a la hora de interactuar tanto con el receptor, como con
la célula diana. Se han hecho ensayos de mutagénesis dirigida, en los que
un simple cambio de aminoacido es capaz de provocar que una CXC
quimiocina reconozca a un CC receptor u otro. El ensayo se hizo con la IL-8,
en la que se cambid una leucina en posicién 25 por una tirosina, reflejando
una menor afinidad por su receptor CXCR2 (alrededor de 100 veces) y por
tanto una disminucién en el efecto quimioatrayente sobre neutrofilos, pero
no sobre monocitos (Lusti-Narasimhan et al., 1995). De igual forma se hizo
el estudio sobre MCP-1, cambiando una tirosina en posicién 28 por una
leucina y una asparagina en posicién 30 por una valina, lo cual provocd un
efecto quimioatrayente sobre neutrdéfilos en lugar de monocitos (Beall et al.,
1992). Estos resultados reflejan la estrecha relacidon que existe entre la

estructura primaria y la funcion de las quiomicinas (Fig. I.1).

1.1.4. Funcidén de las quimiocinas

Para que el sistema inmune sea capaz de responder de manera
especifica y coordinada frente a la invasiéon por microorganismos patdgenos,
a la presencia de proteinas y polisacaridos extrafios, es indispensable la
migracion selectiva de los diferentes tipos celulares al lugar donde se esta
produciendo la infeccidn, constituyendo ésta, una de las propiedades mas
conocidas de las quimiocinas. En este sentido, para que se lleve a cabo este
proceso, las quimiocinas deben facilitar la adhesiéon de las células en
circulacién a la superficie endotelial, contribuyendo a que estas células
atraviesen el endotelio. De esta manera las quimiocinas facilitan Ila
migracién selectiva hacia el tejido donde se esta produciendo la inflamacién
(Springer et al., 1994).

En el desarrollo de todo este proceso, se llevan a cabo interacciones
célula-célula y célula-matriz extracelular que estan mediadas por moléculas
de adhesién. Estas conforman un grupo de receptores heterogéneos que se
encuentran en la superficie de las células y que facilitan, de alguna manera,
la movilidad de las células en los diferentes tejidos (Dunon et al., 1996). Sin

embargo, ademas de las moléculas de adhesion, como las selectinas y las



Alineaciande lasacuenci amincacidicade las O0C Oy Cquimiccinas

integrinas, es necesaria la intervencién de los receptores de las quimiocinas
para que se desarrollen con éxito los procesos de adhesién, extravasacion y

migracion selectiva de las células.
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Fig 1.I: L= secuencia proteica inicia a partir del aminoacido 10 de la sequnda dateina v no del aminoacido inicial (Oppenheim et af 2000)



Este proceso global se suele dividir en dos fases, las cuales seran
controladas y definidas por las quimiocinas y sus receptores. La primera
etapa, constituye la agrupacion de las células y la adhesion de las mismas
al endotelio vascular. Una vez adheridas, los leucocitos son capaces de
viajar a través del endotelio vascular, por medio de constantes
interacciones reversibles, con una Ky relativamente alta, entre las lectinas y
sus receptores (Dunon et al., 1996). En condiciones normales, estos
leucocitos mantienen un viaje constante que nunca detienen en los tejidos
periféricos; sin embargo, cuando hay un estimulo, como pueden ser la IL-1
0 el TNF (Factor de Necrosis Tumoral), otras moléculas de adhesion se
expresan en la superficie de la célula endotelial favoreciendo la atraccién de
los leucocitos.

Los leucocitos, al interactuar con las integrinas se adhieren con mas
fuerza al endotelio e interactian con las quimiocinas, que estan expresadas
o han sido inducidas en la superficie de las células endoteliales (Springer et
al., 1994; Butcher et al., 1996). La interaccién entre las quimiocinas y sus
receptores especificos (presentes en los leucocitos), estabilizara aun mas la
unidén entre las células e induciran sefiales intracelulares que provocaran
cambios en la forma de la célula (pseuddpodos, aplanamiento celular, etc.),
producidos, entre otros, por la polimerizacién de actina y la redistribucion y
activacion de las moléculas de adhesién presentes en la superficie de la
célula. El conjunto de estos cambios moleculares, facilitaran la diapédesis y
la migracién celular hacia el tejido inflamado (Oppenheim et al., 2.000).

La segunda etapa, que esta totalmente controlada por las quimiocinas
y sus receptores, constituye la migracion de las células y su
posicionamiento en el tejido inflamado, mediado por diferentes gradientes
de concentracion y otros factores quimiotacticos. Los leucocitos son capaces
de cruzar el endotelio utilizando de forma prevalente un receptor de
quimiocina, luego atraviesan el intersticio celular inducidos principalmente
por otro receptor y finalmente llegan hasta el tejido inflamado utilizando
quiza otro receptor de forma preferente. Este proceso se ha descrito en
neutrdéfilos y se conoce como navegacion en multiples pasos (Foxman et al.,
1997). De hecho, este recorrido hacia el tejido inflamado es definido gracias
a sefiales quimiotacticas que los leucocitos se encuentran a lo largo del

camino y a las cuales responden (Fig. I1.2).



Se ha descrito que el papel que juegan las quimiocinas en este
proceso global es diferente en cada caso. Si bien algunas quimiocinas son
importantes en el desarrollo de los procesos inflamatorios (principalmente
en la fase de detencién celular y la migracién hacia los tejidos (como por
ejemplo IL-8 (Bazzoni et al., 1991), RANTES (Schall et al., 1990), eotaxina
(Jose et al., 1994), MIP-1B (Sherry et al., 1988), MCP-1 (Leonard and
Yoshimura, 1990) e IP-10 (Luster and Ravetch, 1987)), otras juegan un
papel fundamental en el mantenimiento del trafico y la
compartimentalizaciéon de las células dentro de los tejidos linfoides (como
por ejemplo, BCA-1, SLC y ELC (Legler et al., 1998; Nagira et al., 1997;
Gunn et al., 1998; Yoshida et al., 1997)). También hay ciertas quimiocinas
gue se han implicado en ambos roles, dependiendo de su localizacion (como
es el caso de la MDC (Macrophage Derived Chemokine) (Godiska et al.,
1997) y TECK (Vicari et al., 1997). Este comportamiento selectivo le otorga
cierta flexibilidad al sistema y facilita de alguna forma, la localizacién
especifica de las células (Baggiolini et al., 1997).

Ademds de esta caracteristica principal (la quimiotaxis), se han
propuesto un sinfin de funciones: desarrollo y diferenciacién de linfocitos T y
B, regulacion de las células dendriticas, desarrollo y mantenimiento de la
hemostasia, regulacidon del sistema linfoide, definiciéon de las respuestas de
tipo Thl y Th2, respuestas anti-virales (especificamente contra el VIH), etc.

Las células dendriticas, presentes en el intersticio de la mayoria de
los érganos, en los ganglios linfaticos y en el bazo principalmente, destacan
por la capacidad que tienen de capturar el antigeno, procesarlo y migrar
hasta los 6rganos linfoides secundarios, donde se produce la presentacion
de los péptidos antigénicos a los linfocitos T y su consecuente estimulacién
(Hart et al., 1997; Banchereau et al., 1998). El procesamiento y la
presentacién del antigeno son elementos criticos, tanto para el inicio como
para la modulacion de la respuesta inmune. Ademas, se ha descrito que las
células dendriticas son capaces de producir diferentes tipos de quimiocinas
de forma especifica, como por ejemplo, la CCL17/TARC (Imai et al., 1996;
Sallusto et al., 1999), la CCL18/DC-CK-1/PARC (Adema et al., 1997;
Hieshima et al., 1997; Sallusto et al., 1999), la CCL25/TECK (Vicari et al.,
1997), la CCL22/MDC (Godiska et al., 1997; Sallusto et al., 1999) vy la
CCL19/MIP3B/ELC (Sallusto et al., 1999). Sin embargo, de todas estas



guimiocinas, la que se produce de forma mas especifica por este tipo celular
es CCL17 (Imai et al., 1999). La produccién de todas estas quimiocinas a
partir de las células dendriticas indica, que éstas participan de alguna forma
en la iniciacién de la respuesta inmune, definiendo a través de ella el
desarrollo de la respuesta, no sélo como consecuencia del reclutamiento de

diferentes tipos celulares, sino a través de la modulacién de su funcion.

Regulacion del movimiento leucocitario a través de las

guimiocinas
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Fig. 1.2: Se muestra la secrecion de quimiocinas en el sitio de la inflamacion por células
tisulares, leucocitos reclutados y células endoteliales activadas. Las quimiocinas son
retenidas localmente en la matriz y en los proteoglicanos de la superficie celular, creando un
gradiente de concentracién alrededor del estimulo inflamatorio y en la superficie del
endotelio. El rodamiento de los leucocitos sobre el endotelio es mediado por las selectinas y
las quimiocinas retenidas en la superficie celular. Las sefiales de las quimiocinas activan las
integrinas de los leucocitos favoreciendo una adherencia firme a la superficie y la
extravasacion celular. El receptor de quimiocinas Antigeno Duffy (DARC), receptor que no
senaliza en eritrocitos, actla reteniendo las quimiocinas y modulando el gradiente de éstas

en la circulacion (Luster, 1998).



Tan trascendente como la produccion de diferentes quimiocinas, la
expresion de receptores especificos define la extravasacion y la migracién
desde el tejido inflamado hasta los ganglios, al igual que el movimiento de
estas células dentro de los mismos. Asi se ha observado, que la expresién
de cada uno de los receptores condiciona o favorece el desarrollo de ciertas
actividades celulares, al igual que su expresion diferencial es capaz de
definir de forma especifica subtipos celulares funcionalmente distintos. Por
ejemplo, la expresién de CXCR1, CCR1, CCR2 y CCR5, en las células
dendriticas inmaduras, favorece la extravasacion de estas células y la
migracién hacia el tejido inflamado (Godiska et al., 1997; Sozzani et al.,
1995; Sallusto et al., 1998; Sozzani et al., 1998), mientras que la expresidon
de CCR6 favorece el movimiento de las células inmaduras hacia las
amigdalas. La migracion de estas células a través de gradientes de
quimiocinas les permite aumentar las probabilidades de entrar en contacto
con el antigeno (Foster et al., 1999). Una vez que estas células maduran, se
produce una reprogramacion celular que las afecta tanto a nivel funcional
(disminuye la actividad endocitica (Sallusto et al., 1995), y aumentan los
procesos de adhesién la regulacion del MHC y moléculas coestimuladoras
(Cella et al., 1997; Cella et al., 1999)), como a nivel de expresion de los
receptores para las quimiocinas (Sallusto et al., 1998; Sozzani et al., 1998;
Dieu et al., 1998). Las células dendriticas maduras ya no son capaces de
responder frente a quimiocinas inflamatorias (por la pérdida de los
receptores correspondientes en la superficie celular), pero si que lo hacen
frente a quimiocinas linfocitarias debido a la expresidon de receptores como
CXCR4, CCR4 y CCR7. La expresion de estos receptores permite el
movimiento de las células dendriticas a través de los ganglios linfaticos
(Gunn et al., 1999), definiendo por tanto su localizacion especifica en
funcién de gradientes de CXCL12 6 SDF-1 (Stromal cell Derived Factor-1),
CCL17 6 TARC, CCL19 &6 ELC (Epstein-Barr-virus-induced receptor Lligand
Chemokine) y CCL21 6 SLC (Secondary Limphoid tissue Chemokine). De
este modo, se favorece la interacciéon especifica y la presentacion del
antigeno a los linfocitos B y linfocitos T, posibilitdndose su activacién

eficiente. En cuanto a CCR7, se ha descrito una expresion bastante



aumentada en las células dendriticas, ademas de que presenta cierta
resistencia frente a la down regulacién inducida por el ligando, situacion que
no se produce con otros receptores (Sallusto et al., 1999) probablemente
debido a la importancia que tiene este receptor para precisar la localizacién
anatomica de la célula dendritica dentro de los 6rganos linfoides.

También se ha descrito la participacion de MIP-1a y de MIP-1B en el
trafico de linfocitos T dentro de los nédulos linfoides, regulando Ia
emigracion de estas células hacia la circulacién durante la respuesta inmune
(Tedla et al., 1998).

Por lo que se refiere al desarrollo de los linfocitos T y B, el papel de
las quimiocinas también ha sido ampliamente analizado. En el desarrollo de
linfocitos B, se ha descrito que SDF-1 ejerce efectos coestimuladores en los
precursores de estas células, favoreciendo la linfopoyesis (Nagasawa et al.,
1996). Ademas se ha demostrado, que la delecién del receptor CXCR4 en
ratones provoca la liberacidon de células pre-B a la circulacion (Ma et al.,
1999).

Por otro lado, se ha descrito la expresién de XCL1/Linfotactina,
CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-1B (Kelner and Zlotnik, 1995), CCL17/TARC (Imai
et al., 1996), CCL21/SLC (Campbell et al., 1999) y CCL25/TECK (Vicari et
al., 1997) durante el desarrollo timico con papeles diversos. Cabe destacar
aqui que CCL25 es especialmente importante para el reclutamiento de los
timocitos inmaduros. CCL25 es producida por células dendriticas del timo,
sugiriendo que esta quimiocina pueda ejercer algun efecto en el desarrollo
temprano del timo (Campbell et al., 1999). Esta respuesta diferencial de los
timocitos frente a las quimiocinas se explica porque éstos expresan
diferentes receptores durante las distintas etapas de su evolucion.

Finalmente, las quimiocinas también se encuentran implicadas en los
fenomenos efectores de la respuesta inmunoldgica: asi, las quimiocinas
pueden provocar la degranulacién de los neutrofilos (por la activacion de IL-
8 a través de CXCR1 y CXCR2) (Jones et al., 1997), mostrar efectos
angiogénicos (Keane et al., 1998 and Tachibana et al., 1998), regular la
hematopoyesis, tanto de manera supresora (Broxmeyer et al.1995, Youn et
al., 1995; Patel et al., 1997) como de manera estimuladora (Keller et al.,
1994; Nagasawa et al., 1996), suprimir la progresién de la infeccién por el

VIH (a través del bloqueo de sus coreceptores (CCR5 y CXCR4) por parte de



RANTES, MIP-1a y MIP-1B (Cocchi et al., 1995, Gong et al., 1998) y de
SDF-1 (Amara et al., 1997) respectivamente), colaborar en la citotoxicidad
de los linfocitos T citotdxicos (Catalfamo et al., 2002), asi como otras

actividades.

1.1.5. Receptores de quimiocinas

Los efectos bioldgicos que ejercen las quimiocinas se llevan a cabo a
través de sus receptores por medio de las sefiales que transducen al interior
de la célula cuando entran en contacto.

En cuanto a su estructura (Fig. 1.3), podemos destacar la presencia
de siete dominios transmembrana enriquecidos con aminoacidos
hidrofébicos, muchos de los cuales se conservan en el resto de los
miembros de la superfamilia de STR (Seven Transmembrane Receptor) (a la
cual pertenecen las quimiocinas), entre los que destacan el receptor del
péptido N-formil (FPR), el receptor C5a (C5aR), el receptor de activacién
plaquetario (PAF) (Probst et al., 1992). Ademas, habria que sefalar que los
receptores de quimiocina pertenecen al grupo de receptores acoplados a la
proteina G.

Estructura general de los receptores de quimiocinas

Fig. 1.3. Caracteristicas estructurales y modelo de la insercién de los STR a la membrana. El
rectangulo corresponde a la membrana plasmatica; N, Extremo amino terminal; C, Extremo
carboxi terminal; Linea continua, péptido; S, Puentes disulfuros intramoleculares; +, Tercer
loop intracelular basico; -, Extremo N-terminal acido; S/T; Sitios de multiples residuos de
serinas y treoninas para fosforilaciones; estructuras ramificadas glucocidicas; C o P, sitios
de cisteinas o Prolinas conservadas; Lillzéas discontinuas, dominios que pued@ p@sentar

longitudes diferentes para los distintos STRs.



En cuanto a este tipo de receptores, se han descrito dos subgrupos
dependiendo de la sensibilidad que éstos pesenten frente a la toxina
pertusis. De esta manera, tenemos los receptores acoplados a proteina G
sensibles a la toxina pertussis (al cual pertenecen los receptores de
quimiocinas) y los resistentes a esta toxina.

Los receptores del primer tipo, una vez activados por la unién del
ligando, son capaces de catalizar el cambio de GDP a GTP por la subunidad
o de la proteina G, provocando la disociacion de ésta subunidad de la By. A
su vez, la subunidad By activa la fosfolipasa C (PLC) especifica de inositol,
favoreciendo la acumulacién de inositol trifosfato y de diacilglicerol en el
interior del citoplasma. Luego, estos productos seran capaces de inducir la
movilizacién de calcio y la activacidn de protein kinasa C respectivamente,
gue seran los responsables de retrasar la activacion de la fosfolipasa D
(PLD). La activacién temprana de la PLC y la activacién tardia de la PLD son
procesos bioquimicos que se han asociado a una respuesta migratoria
altamente sensible de los fagocitos frente a sustancias quimioatrayentes,
pero con poca susceptibilidad a respuestas citotoxicas (Snyderman and
Uhing., 1992).

Entre las caracteristicas estructurales mas relevantes de los
receptores de quimiocinas, destacan las siguientes: el extremo
aminoterminal (N-terminal) es siempre extracelular, mientras que el
extremo carboxiterminal (C-terminal) se encuentra intracelularmente. Asi
mismo, se ha descrito la presencia de siete dominios transmembrana con
estructura de a-hélices, orientados de forma perpendicular a la membrana
plasmatica y con unas inflexiones a nivel de los dominios II, 1V, V, VI y VII
debidas a wunos residuos de prolina. También presentan 3 loops
intracelulares y 3 extracelulares y un puente disulfuro que une los residuos
de cisteina presentes entre el primero y el segundo loop extracelular
(Savarese et al., 1992; Baldwin 1993) (Fig. 1.3.).

Ademas de presentar estas caracteristicas comunes con el resto de
miembros de la superfamilia de STR, presentan algunas caracteristicas
particulares que los diferencian de los otros receptores de esta superfamilia.
Entre estas caracteristicas encontramos que sus secuencias son mas
pequenas, ya que presentan aproximadamente 350 aa lo cual se explica

porque las secuencias del extremo N-terminal, el tercer loop intracelular, y



el segmento C-terminal son mas cortos. Ademas, mas del 20% de su
secuencia aminoacidica es idéntica entre ellos y el tercer loop intracelular es
mas corto (16-22 aa) y esta enriquecido con aa basicos (Savarese et al.,
1992; Murphy et al., 1992). A su vez, el extremo N-terminal es mas acidico
que el resto de STRs (Probst et al., 1992; Ahuja SK, Murphy PM, 1993).

Hasta la fecha sélo se han identificado 17 receptores de quimiocinas
presentes en la superficie de las células (Tabla I.1.) y la mayoria de ellos se
encuentran agrupados en el cromosoma 2 y 3. Dentro de estos receptores
identificados, diez pertenecen a las CC quimiocinas (CCR1 hasta CCR9),
cinco pertenecen a las CXC quimiocinas (CXCR1 hasta el CXCR5), uno es el
receptor de Fractalquina (CX3CR1) y el dltimo es receptor para la XC
quimiocina (XCR1) (Baggiolini et al., 1997; Mantovani et al., 1998; Yoshida
et al., 1998; Imai et al., 1997). En cuanto a estos receptores celulares,
cabe afadir que también se han descrito cuatro receptores de quimiocinas
definidos en herpes virus: ORFs US28 del citomegalovirus humano, ECRF3
del herpesvirus saimiri, UL12 del HHV-6 y el no.74 de HHV-8/KSHYV,
también conocido como Kaposi’s sarcoma herpesvirus (Isegawa et al.,
1998). En mamiferos existen también dos proteinas de membrana que unen
quimiocinas y que hasta ahora no ha sido demostrado que sefalicen al
unirse a ellas: el receptor D6 y el DARC (Duffy antigen receptor for
chemokines) (Horuk et al., 1994; Nibbs et al., 1997).

En cuanto a las interacciones que ocurren entre quimiocinas y
receptores, hay un dato importante que valdria la pena recalcar, y es la
promiscuidad que existe entre algunos receptores y ligandos. De todos es
conocido, que una misma quimiocina es capaz de interactuar de forma
especifica y gran afinidad con diferentes receptores, como es el caso de
RANTES que es ligando de CCR1, CCR3 y CCR5 o de MIP-1a que es ligando
de CCR1 y CCR5. En cambio curiosamente ocurre que algunos receptores
son capaces de transducir una sefal especifica y diferente por cada una de
las quimiocinas con las que interaccionan, exhibiendo incluso especificidades
distintas para sus ligandos, segun el subtipo leucocitario donde se exprese.
Por ejemplo, a pesar de que CCR1 y CCR5 sean receptores especificos para
RANTES y MIP-1a, se pueden diferenciar en funcién de la especificidad que
presentan frente a MCP3 y MIP-1B8 respectivamente. Esta es una

caracteristica muy importante dentro de la gran familia de las quimiocinas,



y permite explicar de alguna manera su capacidad de regular
especificamente el trafico de diferentes poblaciones leucocitarias. Sin
embargo, también encontramos quimiocinas que son altamente especificas
para un solo receptor e incluso para determinados tipos de tejido (Zlotnik
and Osamu, 2000), como por ejemplo CCL25 para CCR9.

Como se menciond anteriormente, la activacion del receptor es
indispensable para que la quimiocina sea capaz de ejercer su funcion. De
hecho, esta activacion se da a diferentes niveles. Por un lado, la interaccion
de alta afinidad ocurre como consecuencia de la interaccién entre el
extremo N-terminal de la quimiocina (antes del primer plegamiento) y el
extremo N-terminal del receptor (Samson et al., 1997). Una vez que han
interactuado ambos extremos, se produce un segundo nivel de interaccion
en el que el receptor es estimulado por aminoacidos presentes en el pliegue
de la hoja B de la quimiocina (Clark-Lewis et al., 1994). Sin embargo, los
residuos aminoacidicos que estan implicados en la estimulacién del receptor
no son los mismos para todas las quimiocinas. Por ejemplo, se observa que
los residuos del receptor CCR5, indispensables para la activacién por
RANTES, no son los mismos que usa MIP-1B para estimularlo (Samson et
al., 1997). Los sitios que pudieran estar determinando la especificidad del
receptor estan localizados en el primero y el segundo dominio extracelular,
mientras que los sitios que determinan la activacion se encuentran ubicados
en el tercer y cuarto domino (Samson et al., 1997). Ello implica que el sitio
donde se establece la unién de alta afinidad entre el receptor y la
quimiocina (extremo N-terminal) es distinto al sitio en el que se produce la

activacion del receptor (asas extracelulares).

1.2. La familia de las CC Quimiocinas

Las CC quimiocinas, como se ha comentado anteriormente, se
caracterizan estructuralmente por no presentar aminoacidos entre los dos
residuos de cisteina que se encuentran en el extremo N-terminal. Ademas
de esto, se caracterizan por actuar principalmente sobre células
mononucleares mas que sobre neutroéfilos, tanto en procesos inflamatorios

como en procesos hemostaticos.



Dentro de este grupo, se han clasificado algunas de las quimiocinas en
funcién de las diferentes actividades que realizan, determinadas a su vez,
por las especificidades con las que éstas actian sobre sus células dianas. De
esta manera se encuentra el grupo de las quimiocinas que intervienen en el
control de los procesos alérgicos a través de una potente actividad
guimioatrayente sobre los eosindfilos y por su capacidad de inducir
liberacién de histamina tras la estimulacién celular (Berkhout et al., 1997).
Entre esta quimiocinas se encuentran MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP4
(Monocyte Chemoattractant Protein) y Eotaxina. Ademas de su efecto sobre
eosindfilos, también se ha descrito la capacidad quimioatrayente sobre
basofilos (en los que una vez activados se induce la degranulacién y la
citada liberacidén de histamina) y sobre mastocitos (Luster and Rothenberg,
1997), que a su vez intervienen en los procesos alérgicos. Sin embargo,
ademas de esta actividad principal, es bien conocida su capacidad de atraer
monocitos y linfocitos T, participando en los procesos proinflamatorios
(Kurihara et al., 1997).

Por otro lado se ha descrito un grupo de quimiocinas homdlogas que
ejercen principalmente actividades proinflamatorias. Dentro de este grupo
se encuentran RANTES, MIP-1a, MIP-1B8 y PARC; sin embargo, esta
agrupacion es quizas lgo simplista puesto que, como se ha dicho, también
se ha descrito actividad proinflamatoria en MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4,
Eotaxina e I-309.

Ademas de esto, en términos generales, las CC quimiocinas se han
visto implicadas en el desarrollo de la hemostasia, en los procesos
inmunoldgicos, en la hematopoyesis y ejerciendo actividades anti-virales
(especialmente frente al VIH-1), procesos que se han descrito previamente
al referirse a algunas de ellas.

En cuanto a RANTES, se ha descrito su propiedad quimioatrayente
sobre linfocitos T memoria CD45R0O+ de forma preferente, a pesar de que
se ha demostrado que también atrae a eosindfilos y baséfilos induciendo la
liberacién de histamina, aunque este efecto no puede considerarse como
una actividad principal (Luster and Rothenberg, 1997). En cuanto a MIP-1a,
se ha visto que ejerce un efecto quimiotactico mas potente sobre monocitos
que MIP-183, tal vez por la capacidad que tiene MIP-1lo de interactuar con
CCR1, CCR3 y CCR5, a diferencia de MIP-1B que sélo actia con CCR5 (Cook



et al., 1995). En cuanto a su capacidad quimioatrayente de linfocitos, MIP-
la se ha descrito como quimiocina principal de linfocitos T CD8+, mientras

gue MIP-1B actua de manera preferente sobre los T CD4+.

1.3. Quimiocina MIP-113

La quimiocina MIP-1B (Macrophage Inflamatory Protein), elemento
central a estudiar en esta tesis, pertenece a la familia de las CC quimiocinas
ya que no presenta aminoacido alguno entre los dos primeros residuos de
cisteina.

En cuanto a las caracteristicas estructurales de MIP-1B, valdria la
pena recalcar que presenta gran similitud con MIP-1a, con quien comparte
aproximadamenta un 55% de homologia en su secuencia proteica (Altschul
et al., 1997); sin embargo, ambas quimiocinas actlan de manera
independiente en diferentes procesos que determinan la respuesta
inmunoldgica.

MIP-18 es una quimiocina inducible que interviene de forma
especifica en los procesos inflamatorios, tras la estimulacion tanto por
agentes patdgenos como por estimulos enddgenos, que provocan su
expresion en determinados grupos celulares. Asi mismo, es capaz de
regular el trafico celular y activar distintos grupos celulares, tales como
linfocitos, macréfagos, células dendriticas y células NK.

Los efectos bioldgicos que realiza MIP-1B sobre sus células diana se
desencadenan a través de sus receptores especificos. Hasta el momento, se
ha descrito la utilizacidon de tres receptores por parte de MIP-13: el CCR5, el
CCR8 y el CCR9, apareciendo siempre el CCR5 como el mas importante. El
hecho de que MIP-18B utilice el CCR5 como receptor, le otorga propiedades
antivirales, al igual que MIP-1a y RANTES, ya que éste es uno de los
correceptores utilizado por el VIH-1 para entrar en sus células diana.

Antes de continuar, valdria la pena agregar que si bien en este
apartado comentaremos caracteristicas importantes de MIP-18, también
sefialaremos las semejanzas o diferencias, segun sea el caso, entre MIP-1a
y MIP-1B para poder entender de una forma mas amplia el trabajo que

hemos desarrollado.



1.3.1. Identificacién de MIP-1R

Como muchas otras quimiocinas que conocemos, MIP-1a y MIP-18,
fueron identificadas a partir de multiples clonaciones y otras metodologias
aplicadas, como la busqueda en diferentes librerias de cDNA (Shall et al.,
1991; Miller and Krangel, 1992). El primer cDNA clonado se corresponde a
MIP-1a, identificado a partir de una estrategia disefiada para identificar
genes inducidos en linfocitos de amigdalas humanas, luego de tratarlos con
PMA (Obaru et al., 1986). El cDNA identificado se correspondia con una
proteina de 92 aminoacidos que presentaba cuatro residuos de cisteina, y
fue llamado LD78. Posteriormente se identificaron los cDNAs de dos clones
gue se regulaban de manera positiva tras la estimulacidon de linfocitos y que
compartian cierta homologia con LD78 (pAT464 y GOS-19) (Zipfel et al.,
1989; Blum et al., 1990). Aunque se pensaba que estos clones codificaban
para proteinas secretoras, la funcion de cada una de ellas no estaba del
todo clara.

Siguieron los estudios de clonaje, con el fin de identificar otros genes
similares, hasta que se aislaron dos moléculas de bajo peso molecular,
producidas por macrofagos de ratdon tras la estimulacidn con LPS y que
caracteristicamente se unian a la heparina. Ademas, se observd que estas
proteinas “inducian” una respuesta inflamatoria cuando se inyectaron in
vivo, y desarrollaban actividades quimioatrayentes para leucocitos in vitro
(Wolpe et al., 1988). Es asi como nacen los términos MIP-1a y MIP-1B a
quienes se les otorga esta denominacién para resaltar el caracter
inflamatorio observado en macréfagos activados (Proteina Inflamatoria de
Macréfagos; del inglés Macrophage Inflamatory Protein).

Estudios posteriores consiguieron secuenciar parcialmente ambas
proteinas (Sherry et al., 1988), revelando que los extremos N-terminal de
ambas compartian cierta homologia. Luego otros estudios de clonaje
revelaron que ambos cDNAs murinos (MIP-1a y MIP-1B) correspondian a un
péptido de 92 aminoacidos (Davatelis et al., 1988; Sherry et al., 1988) y
gue este péptido era digerido (después de un residuo de serina) para
generar la proteina madura de 69 aminodcidos. La secuencia aminoacidica
de la MIP-1a murina mostré el 75% de homologia con LD78, sugiriendo que

ambas moléculas eran semejantes (Wolpe and Cerami, 1989).



Estudios posteriores a la identificacion de MIP-1a y MIP-1B,
permitieron identificar otras proteinas homodlogas y estructuralmente
relacionadas (20 - 75% de homologia), a través de la comparacién de las
secuencias de MIP-1a y MIP-18 (Wolpe and Cerami, 1989).

Afios mas tarde varios grupos independientes, reportaron el
aislamiento de clones (cDNA) humanos designados como ACT-2, hH400,
HC21, pAT744, LAG-1 y MAD-5, que codificaban productos ligeramente
diferentes, pero cuya secuencia de aminoacidos era bastante parecida a la
de MIP-1B8 (>75 % de homologia), sugiriendo que éstos representaban
genes homoélogos (Miller et al., 1992). La designacién de MIP-1a y MIP-18
fue asumida para designar estos péptidos, tanto de origen murino como de
origen humano.

Diferentes grupos han reportado la existencia de multiples genes no
alélicos tanto para MIP-1a como para MIP-1B8 en humanos (a diferencia del
raton que solo presenta una copia para cada uno), con diferentes isoformas
gue varian entre los individuos (Irving et al., 1990; Nakao et al., 1990).
Una de las isoformas descritas es MIP-1aP (originalmente identificada como
pAT464.2 6 LD78a), que representa una copia no alélica del gen de MIP-1a
y que se codifica y se expresa como una proteina altamente relacionada a
MIP-1a, ya que sélo varia en 5 de los 92 aminoacidos (Nibbs et al., 1999).
La existencia de estas isoformas, pudieran explicar las diferencias
encontradas en las secuencias aminoacidicas, de los cDNAs codificados por
los clones que se habian identificado previamente. Por otro lado, esta
elevada homologia entre las secuencias aminoacidicas, se pudiera atribuir a
la estrecha relacién que guardan los genes que codifican estas proteinas en
el genoma humano (Irving et al., 1990). Si tomamos en cuenta ambos
aspectos (homologia y la cercania a nivel cromosémico), podriamos pensar
gue estos genes derivan de multiples duplicaciones genéticas de un gen

ancestral y comun.

1.3.2. Localizacién cromosdémica

Segun la nomenclatura actual, el gen que codifica para MIP-18 es el

SCYa4 y el que codifica para MIP-la es el SCYa3. Ambos genes se



encuentran localizados en el cromosoma 17, pero en diferentes loci. MIP-1a
se ha localizado en la region q11-21; mientras que MIP-1B ha sido definido

en la regidon q11-23 (Irving et al., 1990) (Fig. 1.4).

Representacion de la localizacion cromosémica de MIP-a y

MIP-113
m—
12 — o]
1l —
i —
na— ]
12
n— .
2 — q
==
1 25 I8 & & k]
[ ]
1 B 15 64 B4 3
:-m-s.u-:
1 B &8 & o

Fig. 1.4: Comparacién de la organizacidon genémica de MIP-a y MIP-18 (adaptada por Schall,
1991). El diagrama de los Exones/Intrones representan los genes de MIP-a y MIP-18,
mapeados en el cromosoma 17ql11.2-g21. Los exones estan representados por los
rectangulos. Los nUimeros ubicados encima sefialan la posicidn de los aa codificados por
aquellas bases. Los blancos indican las regiones no traducidas, los grises indican la secuencia
del péptido sefial y los negros indican los nucleétidos que codifican para la proteina madura.
Los intrones estan representados por lineas y los numeros ubicados debajo de estas,

representan la cantidad de nucleétidos en cada uno de ellos.

Ademas de encontrarse en el mismo cromosoma, ambos genes estan
separados Unicamente por 14 Kb (Irving et al., 1990), lo cual implica que la
distancia relativa que los separa es inversamente proporcional al grado de
homologia entre sus secuencias. Por otro lado, si bien es cierto que no se ha
establecido un vinculo claro entre defectos en estas quimiocinas y alguna

enfermedad, se ha descrito que la regién del cromosoma 17 q11-g23 (que



corresponde a la region que codifica para ambas quimiocinas), esta
implicada en la neurofibromatosis de von Recklinghausen (NF1) y en el
desarrollo de la leucemia promielocitica aguda (LMA-M3) (Irving et al.,
1990).

Cabe resefiar que otros genes que codifican para otras CC
guimiocinas como RANTES, I-309 y MCP-1 también se encuentran ubicados
en la misma regién del cromosoma 17 (Miller and Krangel, 1992) (Tabla
I.1), sugiriendo aun mas la hipdtesis de la duplicacion a partir de un gen

ancestral comun para explicar su aparicion evolutiva.

1.3.3. Estructura proteica de MIP-113

MIP-18 es miembro de la familia de las CC quimiocinas, al igual que
MIP-1a, como mencionamos anteriormente, lo que significa que presenta
cuatro residuos de cisteina altamente conservados en su secuencia, de los
cuales los dos primeros se encuentran de forma contigua (Ward and
Westwick, 1998). Estas cisteinas estan unidas por dos puentes disulfuro que
en el caso de MIP-183, son dos puentes intramoleculares que unen Cys 11 -
Cys 35y Cys 12 - Cys 51 (Lodi et al., 1994).

MIP-1B8 es una proteina que se sintetiza en forma de precursor,
representado por 92 aminoacidos, y que luego de sufrir la liberacién del
péptido lider, da lugar a la proteina madura de 69 aminoacidos, un
aminoacido menos que MIP-1a (la proteina madura presenta 70
aminoacidos).

El elevado nivel de homologia que presentan las secuencias
aminoacidicas de MIP-1a y MIP-1B constituye una de las semejanzas mas
relevantes entre estas dos proteinas. En cuanto a MIP-1B, su secuencia
proteica presenta el nivel mas elevado de homologia con MIP-1a, MIP-1aP,
RANTES, MIP-4, HCC-1 y MPIF1, con quienes comparte un 58%, 55%, 51%,
43%, 43% y < 40% respectivamente (Altschul et al., 1997). Estas
similitudes se corresponden con la estrecha relacion que guardan dentro del
mismo cluster y se refleja en el desarrollo de actividades bioldgicas
similares, al igual que el compartimiento de algunos receptores (O’'Garra et
al., 1998). Sin embargo, a nivel global y como ya se ha comentado de

forma repetida, MIP-1a y MIP-1B son las quimiocinas que guardan el nivel



de homologia mas elevado, ya que son quimiocinas inducibles que sélo se
expresan en presencia de algun estimulo, ademds de ser reguladas de
manera positiva por citocinas de tipo Thl. MIP-4, a pesar de que también es
una quimiocina inducible, es regulada por citocinas de tipo Th2 (Kodelja et
al., 1998), y la principal diferencia que se ha encontrado con HCC-2,
RANTES y MPIF1, es que éstas se expresan de manera constitutiva en
algunos tejidos (Kim and Broxmeyer, 1999).

En cuanto a la estructura proteica, se ha descrito la estructura
tridimensional de MIP-1B (Lodi et al., 1994), a partir de la cual se definen
las siguientes estructuras secundarias (equivalentes a las de la mayoria de
las quimiocinas): tres hojas B antiparalelas, un extremo NH,-terminal
flexible y una hélice a en el extremo COOH-terminal. Se ha encontrado que
esta estructura secundaria presenta cierta homologia con otras quimiocinas
de diferentes familias (Clore and Gronenborn et al., 1995), sin embargo, al
comparar la estructura de MIP-1B8 con RANTES (otra CC quimiocina), se
observa que las regiones N-terminal de ambas presentan un alto grado de
variabilidad cuando estan en solucidon (Skelton et al., 1995). Esta
variabilidad se debe a la longitud de las llamadas regiones “desordenadas”.
La region desordenada es caracteristica de la quimiocina y le otorga cierta
flexibilidad a la estructura, permitiéndole adoptar diferentes conformaciones
cuando estan en solucién. También representa un lugar importante desde el
punto de vista bioldgico, ya que permite la reordenacion especifica de la
molécula al contactar con su ligando (Clark-lewis et al., 1995; Wells et al.,
1996) (Fig. I.5.).

Para MIP-1a y MIP-1B, se han descrito dos lugares que pueden jugar
un papel importante en su unién con el receptor: por un lado se define la
region flexible del extremo N-terminal como elemento central para esta
interaccion y por otro, la region del asa después de los puentes disulfuros
(Clark-Lewis et al., 1995) que define el grado de activacion (y es
caracteristica para a y B).

Las caracterizaciones fisicoquimicas que se han realizado a partir de
multiples estudios han revelado que tanto MIP-1a. como MIP-1B, se
presentan como dimeros y tetrdmeros en solucién (Patel et al., 1993; Covell
et al., 1994), situacién definida en practicamente todas las quimiocinas. Sin

embargo, se ha observado que existen ciertas caracteristicas de las CC



quimiocinas que las diferencian de las CXC, en cuanto al estado de sus
dimeros: mientras las primeras (que incluyen a MIP-1B) presentan una
forma cilindrica, las segundas presentan una forma globular (Clore and
Gronenborn, 1995; Czaplewski et al., 1999).

Representacion esquematica de la estructura tridimensional
de MIP-1a y MIP-113
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Fig. 1.5: Representacién esquematica de la estructura tridimensional de MIP-1a y MIP-1B3
donde se muestran los residuos de cisteina, el extremo N-terminal y el C-terminal (Peitsch,
1996; Guex and Peitsch, 1997).

El estado en que se puedan encontrar estas quimiocinas, adquiere
especial importancia, al evidenciar que tanto MIP-la como MIP-1B, son
capaces de unirse a su receptor en forma de mondémeros o de dimeros
(Laurence et al., 1998) con funcionalidad diversa. Aunque los estudios en
algunos casos han mostrado resultados contradictorios, la posibilidad de
cambiar la funcidn de las quimiocinas en relacion a su estado de agregacion,
incrementa su potencialidad funcional. Asi cabe considerar que la
dimerizaciéon y la agregacion, son fendmenos dindmicos y reversibles que se
han observado en MIP-1a y MIP-1B, donde se forman agregados de alto
peso molecular, bajo ciertas condiciones, como pueden ser diferentes
concentraciones iénicas (Graham et al., 1994). También se ha visto que la
longitud del extremo N-terminal pudiera facilitar en algunos casos la

oligomerizacién. Esto se ha estudiado en MIP-1B a través de deleciones de



aminoacidos en este extremo, observando que a medida que se aumenta el
numero de aminoacidos delecionados, se pierde la capacidad de formar
dimeros (Laurence et al., 1998). Si a ello afladimos que la capacidad o
incapacidad de formar agregados en un momento determinado no repercute
en la union simple al receptor, pero si en la sefializacién y en consecuencia
en las actividades bioldgicas que desarrollan (Czaplewski et al., 1999),
podemos presumir diferencias funcionales de las mismas quimiocinas en
entornos con distintas caracteristicas fisico-quimicas.

Para el reclutamiento de diferentes subtipos celulares, MIP-1B es
capaz de inducir la adhesién de estas células al endotelio y la migracién de
las mismas hacia los tejidos inflamados. Se ha observado que tanto MIP-1a
como MIP-1B se acumulan en la superficie del endotelio a través de las
interacciones de alta afinidad que se establecen con el heparan sulfato de
los proteoglicanos (Wolpe et al., 1988). Esta unidn con los proteoglicanos,
presentes en la matriz extracelular y en la superficie de las células
endoteliales, provocara el mantenimiento y el aumento de la concentracién
local de estas quimiocinas (Tanaka et al., 1993; Wagner et al., 1998),
favoreciendo la atraccion de los diferentes grupos celulares. MIP-18 se unira
a las células diana a través de sus receptores especificos, induciendo la
movilizacidon intracelular de calcio, la fosforilacion de tirosinas, la activacion
de las MAPK (proteina kinasa mitégena activada) (Dairaghi et al., 1998;
Kim and Broxmeyer et al., 1999) y finalmente, la reorganizacion del
citoesqueleto, elemento molecular central que permite la migracién celular
(Tanaka et al., 1998). Adicionalmente, a través de estudios de mutagénesis
dirigida se ha demostrado que los aminoacidos que estdn implicados en la
union con los glicosaminoglicanos, no son los mismos que los que
intervienen en la unién con el receptor ni en la senalizacién a través de éste
(Koopman and Krangel, 1997). En este sentido, la tercera asa es la
responsable principal de la unién a estos proteoglicanos en un lugar “lejano”

al lugar de unién al receptor.

1.3.4. Regulacién genética

Un andlisis a nivel gendmico, sobre la zona reguladora 5’ de esta

guimiocina, reveld la presencia de tres copias de la secuencia 5'-GAGGAA-3’



gue se corresponden con los sitios de unién para el factor nuclear PU.1
(Klemsz et al., 1990), un factor expresado casi exclusivamente en las
células de la linea monocito/macroéfago y en linfocitos B, pero no asi en los
linfocitos T (Ziegler et al., 1991). Esto pudiera sugerir, la implicacién de
este factor en la expresion del MIP-1B8 en los monocitos y linfocitos B
activados, a diferencia de los linfocitos T donde no ejerceria ningun tipo de
actividad.

Trabajos anteriores demuestran que los glucocorticoides pueden
regular la expresiéon de MIP-1B8 de manera positiva o negativa (Beato M,
1989; Yamamot K R, 1985; Lew et al., 1988). Por lo tanto, el hecho de
haber encontrado tres secuencias consenso GRE (Glucocorticoid Response
Elements) (Karin et al., 1984) (5-TGTTCT-3’) pudiera sugerir que los
corticoides serian capaces de regular la expresién del gen; sin embargo,
estudios in vitro con monocitos demuestran que el tratamiento con
dexametasona no induce en ningdn momento la expresién de MIP-18,
aunque inhibe parcialmente la expresién del gen inducido por LPS (Ziegler
et al., 1991).

En esta zona 5’ reguladora, también se encontré un elemento que le
confiere la capacidad de induccion al LPS (-455 pb) (Ziegler et al., 1991).
Ademads, existe una secuencia (5-GAAATTCCAC-3’) que inicia en la posicion
-84 y que estd muy relacionada con la secuencia consenso para un motivo
conocido como caja linfoquina (Ziegler et al., 1991). Esta caja se encuentra
en el gen de MIP-18 y en el de I-309 (Makao et al., 1990; Miller et al.,
1990).

Sorpresivamente, no se han encontrado sitios de unién para las
secuencias consensos AP-1 y NFkB en la zona 5’ reguladora (Ziegler et al.,
1991), aunque éstos también estan ausentes en el gen LD78 que codifica
para MIP-1a (Makao et al., 1990).

Se ha visto que MIP-18 se expresa poco en los linfocitos T al
inducirlos con PMA; sin embargo, la combinacién de PMA y PHA o
Ionomicina, se ha visto que potencia de manera significativa la expresién de
este gen (Ziegler et al., 1991). Esto pudiera deberse a la intervencién de un
factor de transcripcién que requiere de la activacion de la protein quinasa C

y que pudiera estar involucrado en la regulacion del gen (Ziegler et al.,



1991). Existen multiples candidatos a esta funcion pero no se ha concretado

ninguno de manera precisa.

1.3.5. Interaccion de MIP-113 con sus receptores

En cuanto a los receptores descritos hasta el momento para MIP-183,
el CCR5 es el que se conoce con mayor precision y el que se considera
como principal responsable de las actividades bioldgicas desencadenadas
por esta quimiocina; sin embargo, se ha descrito que CCR8 puede
interaccionar también con MIP-1B (Bernardini et al., 1998).

Estudios realizados sobre la interaccion de MIP-18 con CCRS5,
demuestran que la quimiocina se une al tercer loop extracelular del receptor
(Maghazachi et al., 1999). Analisis mutacionales, también revelan que los
tres aminoacidos cargados en el extremo C-terminal (aminoacido 61, 65 y
67) no se requieren para la union al receptor (Crisman et al., 1999). Asi
mismo se ha visto que la unién de MIP-1B al CCR5 provoca la activacion de
RAFTK (Related Adhesion Focal Tyrosine Kinase), que a su vez provoca la
activacion de proteinas del citoesqueleto y éstas a activadores
transcripcionales como JNK, SAPK y p38 MAPK (Ganju et al, 1998).

Por otro lado, se ha observado que MIP-183, a diferencia de otras CCy
CXC quimiocinas, no es ligando especifico de DARC (Duffy Antigen Receptor
for Chemokines) (Horuk et al., 1993). Este receptor es conocido desde los
anos 50 como determinante del grupo sanguineo Duffy, expresado en los
eritrocitos y en las células endoteliales. Ademas, aunque DARC no induce
flujo de calcio celular ni es capaz de transducir ningun tipo de sefial en el
gléobulo rojo o en las células endoteliales, es capaz de unirse a ciertas
guimiocinas y retiene a aquellas que estan en circulacién, favoreciendo su
concentracion en determinados lugares donde se requiere aumentar el
gradiente de concentracion.

En cuanto a CCRS8, se ha descrito como un receptor perteneciente a la
superfamilia de quimiocinas que presenta siete dominios transmembrana y
gue estd acoplado a la proteina G. Se ha demostrado su expresion en
tejidos linfoides, abundantemente expresado en el timo, escasamente en el
bazo, nodulos linfoides, linfocitos T CD4+, CD8+, monocitos y muy

pobremente en linfocitos B CD19+ y en PMNs (Napolitano et al., 1996;



Samson et al., 1996; Zaballos et al., 1996; Roos et al., 1997). Ademas,
CCR8 es capaz de inducir efectos quimiotacticos, adhesion, diferenciaciéon y
proliferacidn celular. También se ha descrito como uno de los correceptores
y como factor de la fusidon del VIH-1, VIH-2 y SIV en lineas celulares que
sobreexpresan este receptor (Rucker, et al., 1997; Simmons et al., 1998).
En cuanto a sus otros ligandos, hasta el momento, sélo se ha “reconocido”
I-309 como el ligando efectivo para este receptor (Tiffany et al., 1997), a
pesar de que otros estudios han reportado que tanto MIP-1B8 como TARC,
pueden interactuar con él y activarlo. Estudios con células Jurkat han
demostrado que MIP-1B, al igual que TARC, es capaz de inducir efectos
guimiotacticos sobre este tipo celular (Bernardini et al., 1998); sin
embargo, otros datos no han podido demostrar la unién de estos ligandos a
CCRS8, ni la movilizacién de calcio intracelular inducida por estas quimiocinas
(Tiffany et al., 1997; Roos et al., 1997), con lo cual, hasta ahora las
interacciones entre MIP-18 y CCR8 permanecen sin ser esclarecidas y estan

en discusién (Tiffany et al., 1997).

1.3.6. Participacion de MIP-13 en el trafico, reclutamiento

celular y respuesta inmune.

Como el resto de las quimiocinas, MIP-1B también participa en el
reclutamiento selectivo de diferentes grupos celulares y la extravasacion de
estas células de la sangre hacia los tejidos en los que se esta produciendo la
infeccién. Este proceso general, como hemos comentado anteriormente,
envuelve varios pasos en los que intervienen diferentes elementos que
interaccionan de manera coordinada entre los leucocitos y las células
endoteliales (Butcher et al., 1991; Springer et al., 1994), donde se han
visto implicadas las selectinas (facilitando el movimiento de los leucocitos a
través de la superficie endotelial), las quimiocinas (emitiendo sefales
atrayentes) y las integrinas (estableciendo uniones de alta afinidad con los
leucocitos), que en conjunto favorecen la migracion de las células hacia los
tejidos inflamados.

En el momento en que se inicia un proceso infeccioso en el
organismo, el primer grupo de células que llegan al sitio de la infecciéon son

los neutrdfilos, quienes desarrollan una respuesta rapida pero no especifica,



por medio de la fagocitosis. Sin embargo, esta respuesta inicial se ve
posteriormente aumentada, tanto en magnitud como en especificidad por
los monocitos y los diferentes subtipos de linfocitos, tanto T como B. Los
primeros estudios demostraron que tanto MIP-1a como MIP-1B son potentes
guimioatrayentes para monocitos in vitro, aunque hoy en dia se conoce el
efecto quimioatrayente que ejercen sobre linfocitos (Rollins, 1997; Ward
and Westwick, 1998), timocitos y células dendriticas (Schall et al., 1994;
Sozzani et al., 1997).

La participacion de MIP-1B en la iniciacion de la respuesta inmune, se
ve reforzada por el efecto quimiotactico que ejerce esta quimiocina sobre
las células dendriticas, protagonistas importantes en la iniciacién del
proceso (Dieu-Nosjean et al., 1999). Hay estudios que demuestran que
MIP-183, al igual que MIP-1a y RANTES, es capaz de aumentar de dos a tres
veces, la cantidad de células dendriticas que migran a través de las células
endoteliales (Sozzani et al., 1995; Sozzani et al., 1997). Este hecho se debe
a que las células dendriticas inmaduras expresan CCR5, principal receptor
de MIP-1B, al igual que CCR1, CCR2 y CCR6, a través de los cuales se
media su reclutamiento hasta la zona afectada (Sozzani et al., 1995; Dieu
et al., 1998; Delgado et al., 1998).

Ademas de las células dendriticas y los monocitos, también se ha
visto que tanto MIP-1a como MIP-1B son capaces de ejercer actividades
quimioatrayentes sobre linfocitos, aunque de maneras diferentes. A
diferencia de las células T virgenes, los linfocitos T, una vez que han sido
activados por el antigeno, son capaces de desarrollar diferentes tipos de
respuesta en funcion de la secrecién diferencial de las citocinas (Mosmann
et al., 1989; Paul and Seder, 1994). De esta manera, los linfocitos T CD4+
de tipo Th1, a través de la produccién de IFN-y, son capaces de activar a los
fagocitos mononucleares y responder frente a la invasion de
microorganismos intracelulares, mientras que los linfocitos T CD4+ de tipo
Th2 son capaces de activar a eosindfilos y baséfilos, al producir IL-4 e IL-5
y responder frente a los procesos alérgicos o invasion por microorganismos
extracelulares. Esta accién diferencial pudiera ser la causa de la expresion
especifica de los receptores de quimiocinas en cada uno de estos
subgrupos, hecho que condicionaria comportamientos distintos al igual que

la migracién selectiva a los diferentes tejidos. Asi, en cuanto a los linfocitos



Th2, se ha demostrado la expresion del receptor CCR3 de forma selectiva
en este subtipo celular (Sallusto et al., 1997; Gerber et al., 1997),
originalmente descrito en eosindfilos y en basofilos (Uguccioni et al., 1997,
Ponath et al., 1996) y que es capaz de ser activado por Eotaxina, RANTES,
MCP-2, MCP-3 y MCP-4. También una pequefia porcién de las células T
CD45R0O+ de sangre periférica, que expresan este receptor, desarrollan las
propiedades tipicas de las células de tipo Th2 in vitro (produccién de altos
niveles de IL-4 e IL-5). Estos datos sugieren que CCR3 identifica las células
gue producen IL-4, caracteristica tipica de las células Th2, aunque no se
haya demostrado aun que sea éste el receptor que determine la migracion
especifica de éstas células (Sallusto et al., 1998).

Ademas de CCR3, también se ha demostrado la expresion de CCR4
(Sallusto et al., 1998; Bonecchi et al., 1998), de TARC (Power et al., 1995)
y CCR8 (D’Ambrosio et al., 1998) aunque sin ejercer ningun tipo de efecto
exclusivo y caracteristico sobre este subtipo celular.

En cuanto a las células de tipo Thl, la expresién de CCR5 es su
principal caracteristica en relacién a los receptores de quimiocinas. Asi pues,
por su accion, RANTES, MIP-1a y MIP-1B8 deben ser sus principales
quimioatrayentes. Sin embargo, a pesar de que se ha demostrado la
expresion de este receptor sobre las células Thl y no asi sobre las Th2
(Bonecchi et al., 1998; Loetscher et al.,, 1998), todavia no se ha
demostrado que éste sea un marcador exclusivo de este subtipo celular, ya
gue las células T, recientemente activadas y sin presentar un tipo de
respuesta definida, expresan también CCR5 (Sallusto et al., 1998). Ademas
de CCR5, CCR1 y CXCR3 (Sallusto et al., 1998; Bonecchi et al., 1998;
Loetscher et al., 1998) también se expresan en la superficie de estas
células. A diferencia de CCR5, la expresion de CXCR3 no desaparece tan
rapido de la superficie celular tras su activacion como ocurre con CCR5
(Sallusto et al., 1998). El conjunto de estas observaciones sugieren que
CCR5 seria mas un receptor de células Thl efectoras que han sido
recientemente creadas, que un marcador de esta funcion.

Por lo tanto, en base a estos datos se puede definir que el efecto
quimioatrayente de las quimiocinas de MIP-1a y MIP-1B se produce de
manera preferencial en las células T favoreciendo la accion en las células
Th1l vs las Th2 (Siveke and Hamann, 1998).



1.3.7. Células y tejidos que expresan MIP-113

Como hemos mencionado anteriormente, MIP-1B es una quimiocina
inducible (al igual que MIP-1a) por lo cual la mayoria de las diferentes
células y tejidos no expresan de manera constitutiva estas quimiocinas, sino
gue, por el contrario, son reguladas de forma positiva tras un estimulo. Este
estimulo puede ser una citocina (estimulo enddgeno), la presencia de un
agente extrano (estimulo exdgeno) o bien el desarrollo de una enfermedad
especifica (Ward and Westwick, 1998). Asi se ha visto, que de manera
similar a MIP-1a, MIP-1B puede ser rapidamente sintetizada por diversas
células y tejidos en respuesta a una gran variedad de estimulos (Tabla 1.2).

Aunque este fenomeno de induccién absoluta suceda en la mayoria de
los casos, se han descrito algunas excepciones: se ha encontrado expresion
constitutiva del gen en células tumorales, como es el caso de la leucemia
aguda de linfocitos T (Yamamura et al., 1989). También se ha reportado
gue en linfocitos infiltrantes de tumor (ITLs), existe una expresidon
constitutiva de esta quimiocina. Aunque esta expresion constitutiva pudiera
explicarse por la disregulacién génica de los tumores, el hecho de que MIP-
18 y MIP-1a se expresen de manera constitutiva en células tumorales, ha
hecho pensar que estas quimiocinas pudiéran estar desarrollando alguna
funcién antitumoral (Tanaka et al., 1998). Queda por demostrar si estos
cambios constituyen fendmenos protectores o son simple consecuencia de

la transformacion tumoral.

1.3.8. Actividades fisiopatogénicas

En condiciones normales, ausencia de infeccidn o algun tipo de
estimulo enddgeno, los niveles de MIP-1B, asi como los de MIP-1a, son muy
bajos o indetectables en los tejidos humanos (Kukita et al., 1997). Sin
embargo, se observa que los niveles de estas quimiocinas pueden verse
alterados en funcidon de las condiciones fisiopatoldégicas que presente el
individuo en un momento determinado. Por ejemplo, en condiciones
patoldgicas, provocadas por la invasién de un agente extrano, bien sea un

microorganismo de origen bacteriano, viral, parasitario u otro, asi como



Tabla I.2. Expresion de MIP-1R en células de cultivo

Fuente celular

Constitutiva Inducible

Est'mulo

Referencias

CUOlulas Primarias

Monocitos / Macr—fagos

LPS, IL-7

CD40 - CDh40L

Enterotoxina B (SEB)
Infecci—nListeria Monocytogenes

Infecci—n por VIH-1

Ziegler etal ., 1991
Kornbluth etal ., 1998
Krakauer etal ., 1999
Flesh etal ., 1998

Schmidtmayerova et al ., 1996

Macr—fagos alveolares

TNF-a,, adherencia al plfstico

Driscoll et al ., 1995

CUOlulas dendr'ticas

CD40 - CDh40L
LPS, TNF-a

McDyer et al ., 1999
Sallusto etal ., 1999

Linfocitos T

anti-CD3, PHA, Con A, PMA
anti-CD3 + anti- CD28

Ward and Westwick, 1998
Herold et al., 1997

Linfocitos T citot—xicos

Activaci—n ant'geno espec’fica

Wagner et al ., 1998

Actvaci—na travs del receptor antiglnico

Linfocitos B cOls B, SAC Krzysiek et al ., 1999
CUOlulas NK IL-15, (IL-12 + IL-15), (IL-18 + IL-12) Bluman et al. , 1996
Neutr—filos LPS, LPS + IFN-g Kasama etal ., 1995
Mastocitos IgE + Ag, Con A, PMA + lonomicina Burd etal ., 1989

Queratinocitos

Infecci—n por HSV

Mikloska et al ., 1998

Fibroblastos

LPS, IL-1

Xia et al ., 1997

Microglias

LPS, TNF-a, IL-18

McManus et al ., 1998

Astrocitos

LPS, TNF-a, IFN-g

Guo etal .,1998

CUOlulas Tumorales

Astrocitomas

LPS, PMA

Ishii etal ., 1998

L'neas celulares
(HUT102 / MT-2, MJ)

Expresadas constitutivamente

Yamamura et al ., 1989

Tabla 1.2: Se representa la produccidn constitutiva e inducida de MIP-1B a partir de la

estimulacidon de diferentes tipos celulares con determinados inductores (Modificado de Sherry

B. and Franchin G., 2000).

también en alteraciones fisioldgicas ocasionadas por disfuncidon del propio

organismo, como por ejemplo artritis reumatoide, asma, rinitis o dermatitis

atipicas (Bousquet et al., 1990; Sousa et al. 1994; Lamkhioued et al.,

1997), estas proteinas son secretadas de forma especifica, con el fin de

apoyar y potenciar la respuesta de ataque que se estd iniciando en el



organismo, de manera de restablecer huevamente el buen funcionamiento y
el equilibrio en el sistema.

Otros estudios han revelado que MCP-1 y el TNF-a aumentan la
respuesta de MIP-1B8 tras a la infeccidn por cryptococcus en ratdn
(Huffnagle et al., 1997), y que el TNF-a por si solo induce la liberacién de
MIP-18 de los macréfagos alveolares en procesos alérgicos (Dery and
Bissonnette et al., 1999). Ahora bien, para que las quimiocinas puedan
desarrollar sus actividades bioldgicas, ademds de expresarse de forma
especifica en el lugar donde se estd produciendo la inflamacién, necesitan
mantenerse en el tiempo de una forma controlada, hasta que el sistema
inmune pueda completar su funcién. Esta regulacion viene dada en gran
parte por las citocinas, quienes tienen la capacidad de controlar la magnitud
de la respuesta, asi como también el tiempo de su duracién a través de su
presencia en el medio en el que se estd desarrollando el proceso. Asi
mismo, otros elementos enddgenos, como las citocinas o las moléculas de
adhesién , son capaces de regular la actividad de las quimiocinas. En el caso
de MIP-1B8, tanto ICAM-1 como LFA-3, se han visto implicadas en la
modulacién positiva de esta quimiocina (Kim et al., 1999), probablemente

por la capacidad estimuladora de LFA-1 y CD2 frente a los linfocitos T.

1.3.9. MIP-1R en la respuesta viral

Algunos microorganismos patdgenos, tienen la capacidad de unirse a
ciertos receptores de quimiocinas expresados en diferentes células, con la
finalidad de entrar al interior de éstas para reproducirse. Ejemplo de ello, lo
vemos con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que usa dos
receptores principales para infectar las células humanas: el CCR5 y el
CXCR4 (Dragic et al., 1996; Feng et al., 1996; Alkhatib et al., 1996).

Estudios realizados por Cocchi y colaboradores demostraron que
tanto MIP-18 como MIP-1a y RANTES inhiben la infeccién de los linfocitos T
CD4+ por el VIH-1 (Cocchi et al., 1995). De hecho, fue esta observacién la
gue dio pie a la identificacion de los receptores CCR5 y CXCR4, como los
principales correceptores del virus: si CCR5 es el receptor comun para las
tres quimiocinas anti-virales, éste parece ser el mejor candidato a

correceptor. La trascendencia real de estas observaciones, se soportan en el



hecho de que otros estudios han encontrado niveles aumentados de estas
quimiocinas en pacientes con SIDA, con respecto a individuos infectados
que no han desarrollado la enfermedad (McKenzie et al., 1996; Zanussi et
al., 1996). A su vez, se ha visto que los niveles aumentados de estas
quimiocinas, en paciente con SIDA, se correlacionan con un desarrollo lento
de la enfermedad (Gallo et al., 1996), lo que hace suponer que estas

proteinas aportan un caracter protector frente a la enfermedad.

1.4. Quimiocinas y el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH-1)

1.4.1. Historia del VIH-1

Los Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) tipo 1 y tipo 2 (VIH-1
y VIH-2) son los agentes etioldgicos causantes del Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en humanos (Barre-Sinoussi et al.,
1983; Gallo et al., 1984). El SIDA se describié por primera vez en el afio
1981 en los Estados Unidos, en un grupo de jévenes homosexuales que
presentaban un dafo generalizado del sistema inmunitaro, siendo ésta la
caracteristica mas relevante del cuadro clinico, en el que se observaba dafo
neuroldgicos e infecciones oportunistas inusuales (Gottlieb et al., 1981;
Siegal et al., 1981). Ademas de este primer grupo de pacientes, también se
observaron los sintomas en un segundo grupo de individuos mas
heterogéneo, representado por heterosexuales, hijos de madres que
padecian la enfermedad, drogadictos por via parenteral, hemofilicos y
receptores de transfusiones sanguineas. Esto llevd a suponer, que ésta era
una enfermedad que podia ser transmitida a través de relaciones sexuales,
transfusiones sanguineas o la transmisién vertical de madres a hijos.
Paralelamente diferentes grupos de investigadores identificaron el
agente causal y determinaron su origen viral (Barre-Sinousi et al., 1983;
Popovic et al., 1984; Gallo et al., 1984). Estudios posteriores definieron que
el agente causal de la enfermedad era un retrovirus, que desde el afio 1986
se llama Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Coffin et al., 1986).

Luego se describid una segunda variante del VIH que ha sido denominada



VIH-2 (Clavel et al., 1986), mientras que el término VIH-1 se utiliza para el
virus descrito inicialmente.

Por otra parte, se encontr6 que el VIH esta genéticamente
relacionado con el que se llamd Virus de la Inmunodeficiencia de Simios
(SIV). Esta definicion ha hecho que se suponga, que el origen del VIH
(tanto el tipo 1 como el tipo 2) derive posiblemente de una transmisidn
zoonotica (Hirsch et al., 1989; Huet et al., 1990): asi mientras VIH-1 pudo
transmitirse de una subespecie de chimpacé, el Pantroglodytes troglodytes
a la raza humana, el VIH-2 pudo derivar del SIV de monos del tipo sooty

mangabey (Gao et al., 1994).

1.4.2. Estructura del VIH-1

El VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae y se subclasifica en la
subfamilia de los lentivirus. Los lentivirus presentan una morfologia comun;
los viriones tienen forma esférica, que mide alrededor de 80-100nm de
didmetro y su estructura general estd representada en tres capas: 1) una
capa interna o nucleoide, que contiene el material genético (representado
por una cadena unica de RNA viral, que contiene los genes reguladores y
estructurales (Greene, 1991)), Ilas enzimas necesarias para la
retrotranscripcion (Baltimore, 1970) y para su ciclo vital, y la proteina de la
capside (p24) que recubre la nucleocapside viral. 2) La capa intermedia o
matriz de forma icosaédrica, estd representada principalmente por la
proteina p17. 3) Finalmente la capa mas externa, es una bicapa lipidica o
envoltura viral, que deriva de la membrana plasmatica de la célula huésped
y es donde se insertan las glucoproteinas de la envoltura viral Env (gp120 vy
gp41) y otras moléculas derivadas del huésped como los antigenos de
histocompatibilidad de clase I y clase II. Tanto la gp120 como la gp41 son
estructuras fundamentales en el reconocimiento de la célula huésped vy
desempefian por tanto, un papel esencial en el proceso de infeccidén
(Hammond et al., 2001) (Fig. 1.6).

1.4.3. Ciclo de replicacién del VIH-1

El ciclo biolégico de replicacién del VIH-1, se puede dividir en tres

etapas claramente diferenciadas: una etapa temprana que se inicia con el



reconocimiento de la célula huésped y termina con la integracion del DNA
proviral en el DNA del huésped; una fase de latencia con el DNA integrado
en el genoma; y una fase tardia que comprende la transcripcién del genoma
viral, con las subsecuentes expresiones de los genes reguladores y
estructurales que favorecen la generacién de una progenie infecciosa y la
salida de ésta al exterior de la célula (Levy, 1993) (Fig. I1.7).
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Fig. 1.6: Representacion esquematica de la estructura del Virus de la Inmunodeficiencia

Humana tipo I.

Las diferentes etapas de la replicacidn viral, se pueden dividir en los

siguientes pasos:

e A) Etapa temprana (reconocimiento del receptor y entrada del

virus)



La entrada del virus en la célula se lleva a cabo mediante la
interaccion especifica de la glicoproteina gp120 con el receptor CD4 vy los
correceptores de tipo CCR5 o CXCR4 presentes en la superficie de la célula
huésped. Esta bien definido que existe un receptor especifico y comun para
todos los subtipos del VIH, que es la molécula CD4. De hecho su presencia

determinara el tropismo viral a los tipos celulares que lo expresen.

CICLO DE VIDA DEL VIH SIMPLIFICADO
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Fig. 1.7: Representacion esquematica del ciclo vital del VIH-1 en el que se representan los
diferentes pasos que ocurren desde que interacciona con la superficie celular hasta que se
libera la nueva particula viral con capacidad infecciosa (En nimeros romanos se indican los
distintos pasos de la etapa temprana y los nimeros arabigos sitlan los pasos de la etapa

tardia) (Modificado de www.rkm.com.au)

Entre estas células encontramos los linfocitos T CD4+, las células de la
estirpe monocito-macrofagica, las células dendriticas y algunas células del
sitema nervioso central (microglia) (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al.,
1984). Estudios posteriores demostraron que si bien la molécula CD4 era
necesaria para que se llevaran a cabo los cambios conformacionales en la
Env (Sattentau and Moore, 1991), su expresidon no era suficiente para

producir una fusion completa entre ambas membranas, lo cual constituye



un pre-requisito para la entrada del virus en la célula. Es por esto que se
dedujo que existian otros factores que intervienen en la unién, favoreciendo
finalmente la penetracién virica.

Asi, como ya se ha descrito anteriormente, se han definido algunos
receptores de la familia de las quimiocinas que actlan como correceptores
en este proceso, entre los que destacan el CCR5 y CXCR4 como los mas
importantes (Feng et al., 1996; Dragic et al, 1996; Choe et al., 1996; Weiss
et al., 1996).

Tras la interaccion entre la gp120 y sus receptores, se produce una
fusion entre ambas membranas lipidica, en la que participa
preferencialmente la gp41l. De esta manera se favorece la entrada de la
nucleocapside al interior celular y se desencapsida el genoma viral (Levy,
1993; Picard et al., 1997)

e Transcripcién reversa e integracion en el genoma

Una vez que el genoma viral se encuentra en el citosol de la célula,
se inicia el proceso de replicaciéon a través de la transcriptasa inversa (RT)
contenida en el viridon que permite la sintetis de una doble hebra de DNA.

La retrotranscriptasa inversa del VIH, es una DNA polimerasa RNA
dependiente que presenta una caracteristica distintiva y que resulta
promotora de la resistencia viral: la ausencia de la actividad 3'-5'
exonucleasa. Esta actividad presente en la mayoria de las polimerasas, se
encarga de reemplazar las bases que han sido colocadas erréneamente,
para garantizar una copia correcta. Por lo tanto, la ausencia de ésta,
provocara una transcripcidn imprecisa y con algunas alteraciones genéticas
(Mansky et al., 1995). Este proceso, repetido infinitas veces por el virus, es
la causa de que en el VIH se detecten variaciones a nivel genético con tanta
frecuencia y de hecho, es lo que explica de alguna manera, que el virus
pueda escapar con tanta facilidad de la respuesta inmune, variar su
tropismo celular (especificamente por las alteraciones a nivel de la gp120) y
hacerse resistente a los diferentes farmacos (Goodenow et al.,1989).

Posteriormente el DNA proviral es transportado, hasta el nucleo de la
célula e integrado al azar en el genoma del huésped (Bukrinsky et al.,

1992; Bukrinsky et al., 1993 ). Sin embargo, hay estudios que demuestran



gue el material genético del virus una vez copiado, se almacena en el
citoplasma de la célula en lugar de integrarse al genoma, lo que se conoce
como preintegracion. Este fendmeno pudiera explicar en parte las
infecciones silentes, 0 al menos aquellas en las que personas infectadas no

llegan a producir anticuerpos especificos contra el virus.

e B) Latencia de la infeccion

El VIH una vez que ha sido integrado en el genoma puede
permanecer latente, replicarse de forma controlada o replicarse
masivamente provocando un efecto citopatico sobre la célula infectada. Esta
transicion de la forma latente a la replicacion activa, constituye un elemento
importante en la inmunopatogenia de la infeccion y en ella se ven
involucrados varios factores. De hecho, hablar de latencia en la infeccion
por el VIH, constituye uno de los aspectos que mas controversia ha
generado en los ultimos afios.

El estado de latencia clinica a menudo no se acompafia de una
latencia viral (Piatak et al., 1993; Buchbinder et al., 1994), debido a que se
pueden detectar niveles de viremia en sangre periférica y cargas virales
masivas en oérganos linfoides (Embretson et al., 1993; Pantaleo et al.,
1993). Sin embargo, se ha demostrado que la mayoria de los linfocitos T
CD4+ de sangre periférica y de érganos linfoides, se encuentran infectados
de forma latente (Embretson et al., 1993; Finzi et al., 1997), siendo menos
del 1% de las células en las que se observa replicacién viral masiva. En esta
etapa hay una gran interaccion entre el virus y el sistema inmunitario, que
pareciera ser capaz de controlar la infeccion.

El estado de latencia o activacion del virus puede verse influenciado
por el tipo celular. En las células mononucleares fagociticas (especialmente
en macroéfagos tisulares), se ha observado que la replicacién viral se lleva a
cabo de forma crénica y no se observan efectos citopaticos asociados
aunqgue no se descarta completamente el estado de latencia (Gendleman et
al., 1986; Virelizier et al., 1998). Por el contrario, la situacion de los
linfocitos T CD4+ es diferente. Para que se complete el proceso de

transcripciéon viral iniciado por la maquinaria del mismo, es necesaria la



participacion de ciertos factores celulares (Spl y NF-kB) (Gaynor et al.,
1992).

e () Restriccidon del virus

Parece claro que existe una replicacién basal, pero en los linfocitos T
se necesita una activacion para la replicacién del virus a gran escala. El
factor principal implicado es el NF-kB (Alcami et al., 1996), proteina que se
encarga de regular diferentes genes celulares implicados en la respuesta
inmune (Baeuerle, 1996) y que solo se induce en los linfocitos T, tras la
activacion celular. Esto implica que la replicacién del virus depende de la
activacion de los linfocitos infectados (Alcami et al., 1996; Virelizier et al.,
1998; Barré-Sinoussi et al., 1983).

1.4.4. Receptores del VIH

El sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) representa la
expresion clinica final de la infeccién por el VIH. Esta enfermedad muestra
una severa deplecion de los linfocitos T CD4+ en sangre periférica, ademas
de una destruccién generalizada del sistema inmune vy alteraciones
neuroldgicas diversas (Levy et al., 1993). La disminucion abrumadora de los
niveles de linfocitos T CD4+, caracteristica e indicativa de la enfermedad,
hizo suponer ya desde el inicio de su descripcidén, que éstos cumplian alguna
funcién. Estudios posteriores demostraron que la molécula CD4 era el
receptor primario para el VIH-1 (Dalgleish et al., 1984; Klatsmann et al.,
1984) y por tanto definia las células diana de la infeccion.

Dos estudios confirmaron la veracidad de estos resultados a partir de
las siguientes observaciones: en primer lugar la glicoproteina gp120,
presente en la superficie del VIH, es capaz de formar inmunocomplejos con
la molécula CD4 y precipitarla (McDougal et al., 1986); en segundo lugar,
se observd que al transfectar el gen que codifica para CD4 en células no
infectadas, éstas se hacian susceptibles a la infeccion por el virus (Maddon
et al., 1986).

Por otro lado, los aislamientos primarios de VIH-1 mostraron ciertas

diferencias en cuanto a su habilidad para infectar células CD4+. Por un lado



se observd que habia un grupo capaz de infectar a los macrofagos (cepas
M-trdpicas). Estas cepas preferencialmente no inducen la formaciéon de
sincitio (NSI) y tampoco son capaces de infectar lineas celulares T CD4+
transformadas. Por otro lado, se vié que otro tipo de cepas mostraban una
replicacidon eficiente en lineas celulares T CD4+ (cepas T-tropicas). Estas se
caracterizan por inducir la formacion de sincitio (SI), aunque
mayoritariamente no son capaces de infectar a los macréfagos (Cheng-
Mayer et al., 1988). Estas tendencias observadas en cuanto a su capacidad
infecciosa y al tropismo viral, vienen determinadas por diferencias en la
secuencia del dominio V3 de la glucoproteina de la superficie gp120, que es
la responsable de interactuar con los receptores (Ivanoff et al., 1992; Willey
et al., 1994; Freed et al., 1991). Pero estos diferentes fenotipos no son sélo
variantes con interés académico, puesto que tienen una importancia clinica
al estar estrechamente relacionados con la patogénesis de la enfermedad.

La mayoria de los virus aislados en el periodo de seroconversion o la
fase asintomatica de la infeccidn, corresponden a las cepas M-trdpicas o no
formadoras de sincitio (Conner and Ho, 1994; Conner et al., 1993; Roos et
al., 1992; Tersmette et al.;1988), mientras que los virus que se aislan de
pacientes con un numero bajo de linfocitos T CD4+ y que desarrollan la
enfermedad, son cepas T-trdpicas inductoras de la formacién de sincitio y
con una tasa de replicacién elevada (Tersmette et al., 1988).

De todos estos resultados ya los investigadores intuian que debia
haber otro factor en la superficie de la célula que explicara todas estas
variaciones: por un lado el tropismo diferencial en el virus, que le permitia
infectar linfocitos o macréfagos; y por otro lado, que la unién de la gp120
con la molécula CD4 genera cambios insuficientes en la superficie
glicoproteica (Sattentau and Moore, 1991) que no permiten la fusién
completa de ambas membranas, lo cual constituye un requisito para la
infeccion viral.

Si bien es cierto que ya se conocia que los linfocitos T CD8+
secretaban unos factores capaces de suprimir la replicacion del VIH-1 en
linfocitos T CD4+ (Walker et al., 1988), no fue hasta el ano 1995, en que
Cocchi y colaboradores demostraron que las lineas inmortalizadas in vitro
de linfocitos T CD8+, en presencia de clones T CD4+ infectados con un

virus M-trdpico, eran capaces de secretar factores de actividad supresora



frente al virus. Este estudio demuestra que las quimiocinas pueden ejercer
efectos anti-virales, identificando a RANTES, MIP-1a y MIP-1B (las tres CC
quimiocinas) como los principales responsables. Por otro lado, hay que
recalcar que este efecto supresor, sélo quedaria restringido para los virus
M-trépicos, ya que no se observa ningun efecto inhibitorio en presencia de
virus T-trépicos. Sin embargo, quedaba todavia por aclarar el mecanismo a
través del cual estas quimiocinas eran capaces de ejercer su actividad anti-
viral, y si los niveles aumentados de cada una de ellas guardaban alguna
relacion con la progresién lenta o el retraso a desarrollar la enfermedad
(Cocchi et al., 1995).

El hallazgo de las quimiocinas como principales agentes supresores,
llevd a los investigadores a intentar esclarecer su mecanismo de accién.

En este esfuerzo, un grupo de investigadores (Paxton et al., 1996)
quiso determinar si existia algun tipo de relacion entre la resistencia que
presentaban algunos individuos a contraer la infeccién, a pesar de haber
sido expuestos al virus en mas de una oportunidad, con la presencia de
estas quimiocinas. Los resultados demostraron altas concentraciones de
estas quimiocinas en los sobrenadantes, hasta cinco veces mas de lo normal
(en el caso de RANTES, ya que MIP-1a y MIP-1B presentaban niveles un
poco menores), lo cual podia explicar el efecto supresor en la replicacion de
cepas M-trépicas, en los linfocitos T CD4+. A partir de estas observaciones
sugirieron que el efecto protector se debia a una peculiaridad mas que a un
mecanismo adquirido, que se reflejaba en un aumento de la secrecion de
las CC quimiocinas de foma constitutiva (Dragic et al., 1996).

A pesar de que en aquel momento se habia demostrado que estas
guimiocinas podian conferir cierta proteccion frente a la infeccion, el
mecanismo aun no estaba claro. Estudios de interaccion entre la membrana
celular y la viral (Litwin et al., 1996), demostraron que RANTES, MIP-1a y
MIP-1B eran capaces de bloquear la interaccion normal entre la molécula
CD4 vy la glicoproteina viral de la cepa M-trépica; en concordancia con los
datos anteriores, no ocurria esto con las cepas T-trépicas. Por lo tanto,
estaba claro que debia existir otro factor en la superficie de la célula que
favoreciera la fusion de la glicoproteina con la membrana celular, definiéndo

en ultimo término la entrada del virus.



En el afio 1996 esa incertidumbre quedd esclarecida por un grupo de
investigadores (Feng et al., 1996; Berson et al., 1996) que identificaron una
molécula designada con el nombre de fusina, para remarcar su
caracteristica promotora en la fusién, que intervenia como cofactor en el
proceso de fusion entre la célula T y las cepas T-tropicas permitiendo la
infeccidn por estas. Esta molécula pertenecia a la superfamilia de receptores
de siete dominios transmembrana acoplados a la proteina G vy
posteriormente fue renombrada CXCR4, al identificarse como el ligando
natural de la a-quimiocina SDF-1 o Factor Derivado de Células Estromales-1
(Stromal Cell Derived Factor-1) (Oberlin et al., 1996; Bleul et al., 1996).
Sin embargo, este receptor no es utilizado como cofactor por las cepas M-
trépicas en la infeccion de macréfagos.

El descubrimiento de CXCR4 como cofactor para la infeccién viral, les
permitid a los investigadores sugerir, que la actividad anti-viral ejercida por
las CC quimiocinas RANTES, MIP-1a y MIP-1B, reportadas anteriormente
(Cocchi et al., 1995), se debia a la unién de estas quimiocinas a su
receptor, que funciona como cofactor en el proceso de fusidon de la célula
huésped con la cepa M-trdpica, inhibiendo de este modo el proceso de
fusion (Feng et al., 196; Paxton et al., 1996).

Por otro lado hay que aclarar que la expresién de CD4 junto con otro
correceptor, no necesariamente confiere susceptibilidad a la célula diana
frente una cepa determinada, ya que se ha visto que la expresion de CXCR4
en monocitos/macréfagos (Moriuchi et al.,1998), se acompafia de cierta
resistencia frente a las cepas T-tropicas (Cheng-Mayer et al., 1988). Ello
sugiere que existen otros elementos implicados en la sensibilidad a la
infeccion.

Ademas, el hecho de que MIP-1B presente una gran actividad anti-
viral y que ésta sélo se una con gran afinidad a CCR5, fue razén suficiente
para pensar que CCR5 era el correceptor principal, que junto a la molécula
CD4, facilita la entrada de las cepas M-trdpicas al interior de la célula
(Alkhabit et al., 1996; Deng et al., 1996; Dragic et al., 1996).

Para la fecha, solo seis receptores de CC quimiocinas habian sido
descritos. También se sabia que estos podian unir a mas de una quimiocina
(Combadiere et al., 1996). Sin embargo, a partir de la clonacion de CCR5

por Samson y colaboradores, se dio a conocer que RANTES, MIP-1a y MIP-



1B eran sus ligandos (Samson et al., 1996; Combadiere et al., 1996; Raport
et al., 1996). A partir de ese momento, varios grupos pensaron que CCRS5,
el cual compartia un 30% de homologia con CXCR4, podia ser el candidato
principal, que actuara como correceptor para facilitar la entrada del VIH en
la célula. Asi fue como ese mismo ano se publicaron algunos articulos que
demostraban que CCR5 era correceptor para la entrada de cepas M-trépicas
a la célula (Dragic et al., 1996; Deng et al., 1996) y que CCR3 y CCR2
actuaban como receptores para cepas de tropismo dual (Choe et al., 1996;
Dorzans et al., 1996).

1.4.4.1. CCR5: Correceptor de cepas M-trépicas

1.4.4.1.1. Localizacidn genética y Estructura Proteica

El gen que codifica para CCR5 se encuentra localizado en el
cromosoma 3 p2l1.3. (Samson et al., 1996; Maho et al., 1999), vy la
secuencia que codifica para toda la proteina estd contenida en un Unico
exon. También se han descrito intrones en la zona 3’ no traducida del gen.
CCR5 presenta dos promotores alternativos: uno llamado Pd (corriente
abajo) y el otro Pu (corriente arriba) (Moriuchi et al., 1997; Mummidi et al.,
1997). Dentro del promotor Pd se han descrito los sitios de unidn para los
factores de transcripcion STAT, NFkB, AP-1, NF-AT y CD28RE, al igual que
se ha reportado que los factores de transcripcion GATA-1 y p65 (RelA)
regulan la expresion de CCR5 (Liu et al., 1998; Moriuchi et al., 1999). Por
otro lado, si bien es cierto que se ha descrito que el promotor Pd es
utilizado con mucha mayor eficiencia que el promotor Pu, todavia no se
conoce si ambos promotores actuan de forma especifica sobre un grupo
celular determinado (Moriuchi et al., 1997; Mummidi et al., 1997).

CCR5 es una proteina que esta clasificada dentro de los receptores de
las CC quimiocinas. Presenta un plegamiento general en a-hélice y al igual
que otros receptores de quimocinas, su estructura se caracteriza por
presentar cuatro dominios extracelulares (representados por un dominio N-
terminal y tres loops extracelulares) y cuatro cisteinas que dan origen a dos
puentes disulfuros. El puente que une el extremo N-terminal con el tercer

loop extracelular muestra cierta especificidad para esta familia de



receptores de quimiocinas, aunque ambos puentes se han visto implicados
en la unién de quimiocinas y en las uniones que desarrolla el receptor con la
glicoproteina gp120 (Blanpain et al., 1999) (Fig. 1.8).

Para determinar las regiones del receptor que interaccionan con el
virus y con las quimiocinas, se utilizaron varias quimeras y se estudiaron
algunas mutaciones puntuales. En primer lugar se determind, que las
interacciones Env-CCR5 definen complejos conformacionales que involucran
residuos presentes en los cuatro dominios transmembrana (Dooms and
Peipert 1997). En segundo lugar, se demostré que el dominio N-terminal le
confiere la funcién de correceptor (Amara et al., 1997) y es un elemento
fundamental para su actividad. Sin embargo se ha visto que algunas cepas
M-trépicas son tolerantes a variaciones en este dominio, incluyendo la
delecion de los primeros 16 residuos, lo cual implica que el resto de los
loops extracelulares (especialmente el segundo) son elementos que también

definen la infeccién (Dooms and Peipert 1997; Arvanitakis et al., 1997).

Estructura del receptor CCR5
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Fig. 1.8: Representacion esquematica de la estructura del receptor CCR5 y de su secuencia
aminoacidica. Se muestran los tres loops extracelulares (parte superior) y tres loops
intracelulares (parte inferior) que unen los siete dominios transmembrana. Los residuos de
cisteinas extracelulares estan representados con barras. También se indican los extremos N-

terminal y C-terminal (Mc Nicholl et al., 1997).
1.4.4.1.2. Interaccion del receptor CCR5 con sus ligandos



CCRS5 fue descrito en un principio como receptor de MIP-1a, MIP-18 y
RANTES (Samson et al., 1996), aunque hoy en dia se conoce que MCP-2 y
MCP-4 también son ligandos secundarios de este receptor. En este sentido
también se ha visto que MCP-3 actla como un antagonista natural de CCR5
(Gong et al., 1998; Ruffing et al., 1998), aunque no ha sido posible
demostrar su interaccion directa.

Cada uno de estos ligandos son capaces de unirse a este receptor con
afinidades diferentes, desencadenando respuestas de distintas intensidades.

En cuanto al efecto supresivo que muestran estas quimiocinas frente
a la infeccion por el VIH, se ha demostrado que RANTES es capaz de
bloquear la entrada del virus de una manera mas efectiva que MIP-1a y
MIP-183, aunque también se han descrito algunas variantes tanto para MIP-
la como para RANTES en las que la afinidad hacia el receptor se ha visto
incrementada, y con ella, la capacidad para bloquear la infeccion.

Existe una variante de RANTES post-traduccional, en la que se
modifica el extremo N-terminal de la proteina dando Iugar al
aminooxipentano-RANTES (AOP-RANTES). Esta forma se origina a partir de
la digestion que realiza la serin proteasa dipeptidil peptidasa IV (DPP 1V)
(CD26) sobre el residuo de prolina presente en el extremo N-terminal,
originando una proteina truncada con alteraciones en sus actividades
bioldgicas. Entre ellas, cabe destacar un incremento en la afinidad con el
receptor CCR5 y la incapacidad de interactuar con sus ligandos naturales
CCR1 y CCR3 (Oravecz et al., 1997; Struyf et al., 1998). El incremento de
la afinidad con el CCR5 aumenta potencialmente su actividad anti-viral
frente las cepas M-trdpicas, siendo considerado hoy en dia una de las CC
guimiocinas mas potentes inhibidoras.

En cuanto a MIP-1a, se ha descrito que esta quimiocina esta
codificada por dos genes no alélicos altamente relacionados (Blum et al.,
1990; Irving et al., 1990; Nakao et al., 1990). Las proteinas LD78a y LD788
sOlo difieren en 3 de los 70 aminoacidos, siendo uno de ellos la prolina en
posicion 2 del extremo N-terminal, la principal responsable del incremento
en la afinidad hacia el receptor CCR5 y en consecuencia, el aumento
potencial de la actividad anti-viral frente al VIH que se observa en esta
variante (Nibbs et al., 1999). También se ha descrito que la presencia del

residuo de prolina en el extremo N-terminal, la hace susceptible a la accién



de la serin proteasa dipeptidil peptidasa IV (DPP IV) que corta dipéptidos
del extremo N-terminal de las proteinas que presenten un residuo de
prolina o alanina en la penultima posicién (De Meester et al., 1999). Esta
digestion aumenta aun mas su propiedad anti-viral, debido a un aumento
en su afinidad con CCR5 convirtiéndola hoy en dia, en la quimiocina que
presenta mayor actividad anti-viral (Struyf et al., 2001), incluso mas que la
AOP-RANTES.

La gran actividad anti-viral ejercida por RANTES en comparacion con
MIP-1a y MIP-1B, sugeriria que CCR5 no es el Unico receptor que media la
entrada de las cepas M-trépicas a la célula huésped, ya que se ha
demostrado que MIP-1B presenta mas afinidad a este receptor que RANTES
(Samson et al., 1996). Por lo tanto, el hecho de que intervenga otro
receptor en el proceso de infeccién, como es el caso de CCR3, y que este
responda frente a RANTES y no a MIP-1a y MIP-1B, pudiera explicar las
diferencias del efecto inhibidor entre estas quimiocinas (Choe et al., 1996).

Por otro lado, se ha descrito la participacion de CCR3 en la formacion
de sincitios en etapas tempranas de la enfermedad, lo que sugiere que este
receptor también actia en la unidn del virus a la célula y la consiguiente

fusion de ambas membranas (Choe et al., 1996).

1.4.4.1.3. Expresion de CCR5 en células y tejidos

La expresion de CCR5 se ha demostrado en un gran numero de
células y tejidos, entre los que destacan el linaje monocito-macréfago,
donde se ha visto que mientras sélo el 5% de los monocitos circulantes
expresan CCR5 (Wu et al., 1997), la expresion en macrofagos es bastante
elevada (Zaitseva et al., 1997). También se ha descrito su expresién en
células dendriticas, principalmente en aquellas que derivan de monocitos o
de progenitores CD34*, asi como también en las células de Langerhans
(Granelli-Piperno et al., 1996; Lee et al., 1999), células del endotelio
vascular y en las microglias. Los linfocitos también lo expresan,
principalmente los de tipo Th1, de acuerdo con la actividad biolégica que
desempefia MIP-1B8 en esta sub-poblacién, y no asi los del subtipo Th2
(Bonecchi et al.,, 1998). CCR5 se expresa en bajos niveles en los

progenitores linfoides o en timocitos CD4+CD8+, en correspondencia con la



actividad que ejerce MIP-1B sobre estas células (Berkowitz et al., 1998;
Dairaghi et al., 1998). Posteriormente, la expresién del receptor disminuye
cuando esta célula madura y llega a la circulacién; asi las células naive de la
periferia y los linfocitos B no expresan CCR5.

De todo esto se desprende, que la expresion de CCR5 en estas
células tenga una clara importancia en la transmision y en la resistencia de
la enfermedad (Hill and Littan, 1996). Asi se ha visto que las cepas M-
tropicas son las que predominan en los estadios de primo infeccion, por
tanto se consideran la cepas responsables de iniciar la enfermedad (Roos et
al., 1992; Zhu et al, 1993): la infeccidon primaria parece estar conferida a
las células que expresan CCR5 mas que CXCR4, ya que estas células son las
que predominan en las superficies de las mucosas (tracto urogenital y la
region rectal), a través de las cuales se transmite sexualmente el virus (Liu
et al., 1996; Samson et al., 1996; Dean et al., 1996). Igualmente las
infecciones que se establecen en el sistema reticuloendotelial y en los
organos linfoides, también van a requerir de células como
monocitos/macréfagos que de por si son altamente resistentes a las cepas
T-trépicas (Spijkerman et al., 1995; Van't Wout et al., 1994).

1.4.4.1.4. Regulacion de la expresion de CCR5

La regulacién de este receptor estda determinada por la intervencion
de diferentes factores que actian a niveles distintos, ejerciendo varios
efectos en algunos tipos celulares.

Se ha visto que citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-12, al
igual que las citocinas de tipo Th1l (IFN-y e IL-2) promueven la expresién
del gen, aumentando la presencia de CCR5 en la superficie de los PBMCs
(Hariharan et al., 1999; Patterson et al., 1999). De hecho la expresion de
CCRS5 en los linfocitos, se ha visto fuertemente inducida por la IL-2 tanto in
vivo (Zou et al., 1999) como ex vivo (Wu et al., 1997; Bleul et al., 1997).
Por otro lado, se ha descrito que el LPS puede disminuir la expresion del
receptor en células dendriticas y en macréfagos (Sica et al., 1997; Moriuchi
et al., 1998; Sallusto et al., 1998). Asi in vitro, el LPS ejerce un efecto
protector contra la infeccion por el VIH en macroéfagos (Kornbluth et al.,
1989; Bernstein et al., 1991; Zybarth et al., 1999), no sdélo porque al



estimularlos promueve la secrecidon de citocinas (como TNF e IL-2) y de
guimiocinas como MIP-1a y MIP-1B8, sino porque también es capaz de
disminuir la expresiéon de este receptor, a través de su internalizacion al
compartimiento citoplasmatico. Este mecanismo es independiente de la
sintesis proteica, ya que no se observa una reduccion de la expresion del
mMRNA (Franchin et al., 2000).

También se ha demostrado que sus ligandos (MIP-1a, MIP-1B vy
RANTES) pueden actuar disminuyendo la expresidon de este receptor en la
superficie de los macréfagos, como consecuencia de su activacion (Verani et
al., 1997), aunque se ha visto, que la recuperacion de la expresion de este
receptor en la superficie de la célula es mas rapida luego de la
internalizacion inducida por las quimiocinas que por el LPS (Franchin et al.,
2000). En el caso de la variante de RANTES, AOP-RANTES, su potente
actividad anti-viral es debida a la rapida internalizacién de CCR5 (Mack et
al., 1998).

La pérdida de la molécula CD4 en la superficie de las células, y con
ella el desarrollo normal de sus funciones (Wahl et al., 1989; Karsten et al.,
1996), esta asociada a la infeccion por el VIH aunque se ha descrito que
esta pérdida es dependiente de CCR5 (Hewson et al., 2001). Se sugiere que
pueda existir una pre-asociacion entre el CCR5 expresado en los
macrofagos y la molécula CD4, y que la endocitosis del complejo se produce
tras la uniéon de la célula con la cepa M-trépica. Esta sospecha es
comprobada, al observar que la molécula CD4 no es endocitada en aquellos
macroéfagos de genotipo CCR5 A32/A32 (que carecen de la expresion de
este receptor en la superficie celular), luego de haber establecido el
contacto con la cepa M-trépica del VIH-1. Por lo tanto se asume que es un
mecanismo dependiente y que se asocia a la down-regulacion de CCR5
(Hewson et al., 2001).

1.4.4.2. CXCR4: Correceptor de cepas T-trépicas

Este receptor también pertenece a la superfamilia de receptores de
guimiocinas y presenta siete dominios transmembrana acoplados a proteina
G, pero a diferencia de CCR5, el dominio N-terminal de este receptor es

mucho menos importante, en cuanto a la funcién que desempefia como



correceptor del VIH, siendo el primero y el segundo loop extracelular (en
especial el segundo), las regiones realmente importantes que determinan la
union de las cepas T-tropicas a la célula huésped (Brelot et al., 1997). De
igual forma, estos dominios son importantes para la unién de SDF-1 al
receptor. Vale la pena recalcar que SDF-1 es el Unico ligando de CXCR4.

CXCR4 se encuentra ampliamente distribuido en diversas células y
tejidos, caracteristicas poco usuales de los receptores de quimiocinas. Asi
CXCR4 se expresa en linfocitos T, linfocitos B y progenitores de las células
hematopoyeéticas, al igual que en células endoteliales, neuronas y astrocitos.

En cuanto a sus actividades bioldgicas, se ha descrito que CXCR4
interviene en la migracidon quimiotactica y la adhesion leucocitaria (a través
de la activacidn de integrinas); en los procesos de embriogénesis en los que
desempefia un papel escencial (Oberling et al., 1996; Bleul et al., 1997);
representa el principal cofactor de las cepas T-trépias, permitiendo la
entrada de éstas al interior de la célula (Feng et al., 1996); asi como
también se le ha visto implicado en la apoptosis de linfocitos T CD8+ que
ocurre generalmente durante la infeccion por el VIH.

CXCR4 se expresa Unicamente en la superficie del 20% de los
linfocitos T CD4+ que circulan por la sangre, mientras que en el 80%
restante, se encuentra en el interior de las células (Bermejo et al., 1998).
También se ha reportado una expresion predominante en los linfocitos T
naive en reposo (Bleul et al., 1997).

La expresion de este gen se ha visto aumentada en presencia de
PHA, IL-2, anticuerpos anti-CD3 o CD28 (Bleul et al., 1997; Carrol et al.,
1997). De la misma manera se ha visto que tanto la IL-4 como TGFB
inducen la expresién de CXCR4, mientras que IFN-y la inhibe en linfocitos T,
monocitos, células dendriticas y células endoteliales (Gupta et al., 1998;
Jourdan et al., 1998; Penton-Rol et al., 1998).

En presencia de citocinas y otros estimulos, los niveles de CXCR4 en
la superficie celular son rapidamente modulados tras la activacion
linfocitaria, deplecionandose en la membrana a causa de la internalizacién
del receptor (Amara et al., 1997; Haribabu et al., 1997). La internalizacién
de CXCR4 también se observa en presencia de SDF-1 (Tarasova et al.,
1998). De este modo se ha descrito que SDF-1 previene la entrada de las

cepas T-trépicas al interior de los linfocitos T CD4+, debido a la rapida



internalizacion que se produce tras la unién del ligando con el receptor
(Bleul et al., 1996; Oberlin et al., 1996; Amara et al., 1997).

1.5. Polimorfismos que alteran la historia natural de la

infeccion por el VIH.

1.5.1. Polimorfismo del CCR5

Hasta los momentos, se ha encontrado una gran cantidad de
variantes para el receptor CCR5, sin embargo, la Unica que tiene
importancia clinica es la mas frecuente en humanos y la primera en
reportarse. La delecion de 32 pb en la region que codifica para el segundo
loop extracelular del receptor, genera una alteraciéon en el marco de lectura
gue favorece la sintesis de una proteina mucho mas pequefa y defectuosa,
ya que pierde los tres Gltimos segmentos transmembrana, que imposibilitan
su expresion en la superficie de la célula (Liu et al., 1996;
Samsonetal.,1996) (Fig. 1.9).

La frecuencia alélica encontrada para este polimorfismo se ve
influenciada por la raza, encontrando que el 1% de los individuos blancos
son homocigotos para esta variante genética, mientras que el 15% son
heterocigotos (Liu et al., 1996; Samson et al., 1996). En cuanto a la raza
negra o asiatica; no se han encontrado individuos con este polimorfismo,
por lo que esta alteracion genética parece quedar conferida a la raza blanca
(Samson et al., 1996; Dean et al., 1996; Huang et al., 1996).

La importancia clinica de esta alteracién, radica en la incapacidad de
las cepas M-trdpicas de unirse a su principal correceptor; confiriendo de
este modo cierta proteccién a la infeccion por el VIH (Dean et al., 1996; Liu
et al., 1996; Samson et al., 1996). Se ha visto que individuos homocigotos
para esta mutacién, presentan una fuerte resistencia contra la enfermedad.
Esto explica que estos individuos a pesar de verse expuestos en multiples
ocasiones al virus, permanecen sin infectarse (Huang et al., 1996; Michael
et al.,, 1997; Zimmerman et al., 1997). También se ha visto que los
individuos heterocigotos presentan cierta proteccién y una evolucién mas
favorable, que aquellos que presentan ambos alelos wild type (Dean et al.,
1996; Ioannidis et al., 1998).



Estructura de la variante A32 del receptor de CCR5

Fig. 1.9: Representacidon esquematica de la estructura proteica y secuencia aminoacidica de

la forma mutante del receptor CCR5. La proteina carece de tres segmentos transmembrana
del receptor y la region de acoplamiento a la proteina G. Los residuos que se muestran con
letras italicas corresponden a aquellos aminoacidos no naturales que se originan a partir de

la alteracion del marco de lectura a causa de la delecién. (McNicholl et al., 1997)

Sin embargo, un hecho importante a recalcar es que la delecion de
32pb del gen CCRS5, no confiere proteccion total frente a la infeccion, ya que
se han reportado algunos casos (Biti et al., 1997; O’Brien et al 1997;
Theodorou et al; 1997) de personas homocigotas para este polimorfismo
que han sido infectadas. Las cepas que se aislaron de estos individuos, eran
de fenotipo SI o inductoras de la formacién de sincitio, sugieriendo la
utilizacion del receptor CXCR4 por parte de esas cepas (O'Brien et al;
1997). Estos hallazgos son demostrativos de que no existe una proteccién

total frente a la infeccion por el VIH, en base al polimorfismo del CCR5.

1.5.2. Polimorfismo de la CXC quimiocina SDF-1



La quimiocina SDF-1 (Stromal-cell Derived Factor 1) es el Unico
ligando descrito para el receptor CXCR4. La alteracidon que se produce en el
polimorfismo SDF-1 3’A, sdlo afecta a la variante beta de esta quimiocina y
se debe a un cambio de base a nivel del pre-mRNA, donde una guanina
pasa a una adenina. Esta alteracién provoca un defecto en la traducciéon que
no impide que se produzca la proteina, pero si que se sintetice
correctamente. Como no afecta a la regidn codificante, también se le
conoce como polimorfismo de la regidon 3’ no traducida.

La frecuencia con que se encuentra este alelo en la poblacién es de un
16 - 26% en individuos caucasicos, hispanos y asiaticos, siendo menos
frecuente en afro-americanos (5,7%) y en africanos (3%) (O'Brien 1998).

Se ha visto que este polimorfismo (SDF-1 3’A) estd asociado con una
progresiéon favorable de la enfermedad (Winkler et al., 1998), en individuos
homocigotos. A pesar de que ésta es una alteracidon, que no conduce a la
sintesis proteica anormal, puede tener importantes implicaciones, incluso a
nivel gendmico, regulando de alguna forma la expresion genética de esta
quimiocina.

Se cree que este gen SDF-1 3'A regula de forma positiva la
biosintesis de la quimiocina SDF-1 en su forma aa, en individuos que
presentan esta alteracién, aumentando la posibilidad de unirse al receptor y
por lo tanto inhibir la uniéon de cepas T-tropicas a la célula por competicién,
lo cual se traduce en una mayor proteccién frente a la infeccion o un retraso

en la aparicion del SIDA, en aquellos individuos VIH+ (Amara et al., 1997).

1.5.3. Polimorfismo del receptor de CC quimiocinas CCR2

El polimorfismo del CCR2 se debe a un cambio de base en la posicion
190 del gen que codifica para esta proteina, en el que se sustituye una
adenina por una guanina. Este cambio altera la secuencia aminoacidica
normal de la proteina, en la que se sustituye una Valina en posicion 64 por
una Isoleucina, dando lugar a la variante CCR2V64I 6 CCR2-64I (Smith et
al., 1997).

Este polimorfismo tiene una distribucion mas amplia que los
anteriores, encontrandose en individuos americanos, africanos y caucasicos

con una frecuencia alélica del 10-15%.



Hasta ahora no se han descrito diferencias funcionales significativas
de esta proteina y su forma candnica; sin embargo, se ha visto que en
pacientes VIH+, interviene de alguna manera retrasando la progresion a
SIDA. En pacientes homocigotos o heterocigotos para la variante CCR2-641,
se ha observado un retraso de la enfermedad entre dos a cuatro afos, con
respecto a los pacientes que son homocigotos para la forma candnica de la
proteina. Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, todavia no esta claro el
mecanismo por el cual esta variante del receptor CCR2, protege o retrasa el

proceso natural de la infeccidn.

1.6. Resultados previos de nuestro laboratorio

Desde hace ya varios afos, nuestro grupo se ha interesado en
estudiar los fendmenos que explican la rotura de la tolerancia periférica en
las enfermedades autoinmunes, investigando entre otros elementos
determinantes, el papel que desempefan las quimiocinas a diferentes
niveles. Asi se ha estudiado la intervencién de las quimiocinas en la
organizacion de los foliculos linfaticos en los 6rganos diana de la respuesta
autoinmune organoespecifica (Armengol et al., 2001), asi como también se
ha definido el papel diferencial que ejercen ciertas quimiocinas, en especial
las B-quimiocinas, en el desarrollo de enfermedades autoinmunes con
respecto a tejidos controles (Ashhab, 1998).

En este ultimo abordaje, se intentaron clonar nuevos genes de B-
quimiocinas, sobre tiroides con enfermedades autoinmunes, utilizando
cebadores que reconocieran motivos conservados en las secuencias
proteicas, aplicando para ello la metodologia MOPAC (Mixed oligonucleotides
primed amplification of cDNA o Amplificacién cebada de cDNA con
oligonucleétidos mezclados). A pesar de que no se consiguié identificar
ninguna B-quimiocina nueva, el sistema nos permitié de afirmar que:

e En las glandulas tiroidales de pacientes con la enfermedad de

Graves-Basedow, no sélo se detecta la expresién de MIP-1a, MP-
18, MCP-1 y RANTES, sino que existe una sobreexpresién de MIP-
la, MP-1B y MCP-1, respecto a los niveles que se encontraron en
el Bocio Multinodular. Asi mismo se reporté que no hubo expresion
detectable de MCP-3.



e El genoma humano presenta la secuencia de un segundo locus
para MIP-1B, con una homologia muy elevada y una baja
expresion, que solo difiere de la proteina candnica a nivel de un

aminoacido (Gly,o por Ser).

1.6.1. Antecedentes

Trabajos previos ya habian descrito que MIP-1B es codificada por mas
de un gen (Chang and Reinherz 1989; Napolitano et al., 1991), aunque el
numero preciso de genes diferentes no se definié del todo.

Entre los afios 1988 y 1991, diferentes grupos independientes,
reportaron el aislamiento de diferentes clonas de cDNA humanas altamente
relacionadas en cuanto a su secuencia proteica. La primera de estas clonas
en ser identificada fue ACT-2 (T cell activation protein 2) (Lipes et al.,
1988), que posteriormente se demostré que compartia una homologia del
76% a nivel de la secuencia aminoacidica con la quimiocina MIP-1B8 murina
(Napolitano et al., 1991). Posteriormente, se identificaron otras clonas
denominadas pAT 744 (Zipfel et al., 1989), hH400 (Brown et al., 1989), G-
26 (Miller et al., 1989), HC21 (Chang and Reinherz 1989) y a nivel
gendmico LAG-1 (Baixeras et al., 1990), que correspondian a MIP-1B. Estas
secuencias fueron analizadas y se observd que todas ellas eran muy
parecidas a nivel proteico (75% de homologia), aunque presentaban
algunas diferencias. Estas diferencias sugirieron la posible existencia de
varios alelos o tal vez, la presencia de diferentes genes altamente
relacionados (Baixeras et al., 1990).

A partir de estas observaciones, se propone la existencia de dos loci
para MIP-1B (Irving et al., 1990; Napolitano et al., 1991), que fueron
denominados como 744.1 y 744.2. De ahora en adelante por simplicidad,
nos referiremos a ellos como Locus A (744.1) y Locus B (744.2).

La identificacion de ambos loci es posible gracias a las diferencias que
presentan a nivel de su secuencia aminoacidica. Entre ellas encontramos la
delecion de 11 pb en el intron 2 que se ubican entre las bases 67 y 79
corriente arriba del inicio del exdn 3 del locus A. También se definen

discrepancias en tres aminodacidos: dos que pertenecen al péptido lider y



uno que se encuentra en la proteina madura. Estas simples diferencias son
las que definen las dos variantes.

En cuanto a los cambios que ocurren a nivel del péptido lider, se
observa que la Met;; del locus A cambia a Val en el locus B, y la Proy del
locus A cambia a Leu en el locus B. Estos cambios no deberian alterar la
estructura de la forma madura de la proteina, sin embargo, una tercera
mutacién puntual (Asso por G) a nivel gendmico, provoca un cambio de
aminoacido en la proteina madura: La Seryy (aminoacido 47 de la proteina
madura) en el locus A, cambia a Gly en el locus B. En este caso, esta
tercera variacion si puede alterar la estructura y posiblemente la funcién de
la proteina candnica. Esta afirmacién se basaria en los datos
tridimensionales que se tienen respecto a MIP-18.

La estructura tridimensional de la proteina (Lodi et al., 1994) dio a
conocer que, el atomo de oxigeno de la S70 se une con el grupo amino de
K71 a través de un puente de hidrdgeno, estabilizando el plegamiento del
asa que se encuentra entre las hojas B-2 y B-3. El hecho de que se cambie
esta Ser por una Gly, probablemente hard que el puente de hidrégeno se
rompa, y debido al incremento de flexibilidad de la Gly, el asa se
desestabilizaria y alteraria de alguna forma la estructura del polipéptido.
Queda por ver si estos cambios pueden llegar a afectar la uniéon con el

receptor.

1.6.2. Resultados de nuestro grupo

Experimentos realizados en nuestro laboratorio, detectaron una forma
truncada de MIP-18, caracterizada por la falta de 5 aminoacidos en el cDNA
de una glandula con tiroiditis de Hashimoto.

Esta forma, que presentaba la delecion de las primeras 15 pb en el
exon 3, hizo sospechar que habia ocurrido un proceso de corte y unién
defectuoso. Para verificar el hallazgo, se procedié a secuenciar el DNA
gendmico del paciente. Al secuenciar la zona que limita el intréon 2 con el
exon 3, se encontré una mutacion en la secuencia consenso del segundo
intrén: GT en lugar de AT.

De todos es conocido, que la eficiencia en el procesamiento del pre-

MRNA depende de la eficiencia de reconocimiento del spliceosoma sobre las



secuencias consenso (dinucledtidos GU en el extremo 5 y el AG en el
extremo 3’), para realizar el proceso de corte y unién (splicing) y obtener el
mRNA. El hecho de que se produzca una mutacion a nivel de estas
secuencias consenso provocara una alteraciéon post-transcripcional,
originando un mRNA con la pérdida total del exén en cuestion, un mRNA
con una secuencia mas corta o bien un mRNA de secuencia mas larga, que
introdujera una porcion de la secuencia intrénica. De esta manera, como la
secuencia alterada (secuencia consenso) no puede ser reconocida
eficientemente por la maquinaria de splicing, en su lugar se busca una
secuencia similar que puede estar hacia el extremo 3’ o bien el 5. Por
tanto, de todo lo anteriormente expuesto se deduce que la forma truncada
encontrada en el RNA de individuos con diferentes enfermedades
autoinmunes asi como también en individuos sanos, se debe a una
alteracion en el proceso de corte y unidn; el espliccosoma no reconoce el
dinucleédtido variado, sino que reconoce en su lugar, una secuencia que se
encuentra 15 pb corriente abajo, generando de esta manera una proteina
con 5 aminodacidos menos (Phegs, Glngs, Thrs,, Lyses, Argss), concretamente
los 5 primeros aminoacidos del exén 3.

Como el mRNA codificante para la forma truncada siempre se
acompafia de una G en posicion 260, caracteristica del locus B, se confirmo
gue esta forma truncada sélo se deriva de la segunda copia no alélica
altamente homdloga para el gen que codifica MIP-1B. Ello supone
reconfirmar que el locus B es plenamente codificante, ya que se transcribe y

puede procesarse de manera normal y alterada.

2. HIPOTESIS



Como ya se ha comentado previamente en la introduccién, las
guimiocinas no son mas que citocinas quimiotacticas que intervienen como
mediadores moleculares en los procesos de adhesion e inflamacién de los
tejidos. Dentro de la denominacidn quimiocina, se encuentran las B-
quimiocinas, representadas entre otras por MIP-1a (CCL3) y MIP-18 (CCL4),
gue ejercen su funcidn sobre linfocitos y monocitos principalmente.

Estudios previos de nuestro grupo han demostrado que existe un
segundo locus (locus B) para MIP-1B capaz de codificar una proteina
diferente (con variaciones claras en su secuencia) a la proteina codificada
por el locus A, forma que hasta ahora ha definido la estructura y la funcién
de MIP-1B. Ademas de este hallazgo sobre el nuevo “locus B”, se describio
una mutuacién puntual (A/G) en la secuencia 3’ del segundo intrén que
genera un nuevo lugar aceptor alternativo (splicing alternativo) en el mRNA,
provocando la delecion de 15 pb, y que se traduce posteriormente en una
proteina con 5 aminoacidos menos (proteina truncada). La ausencia de
estos 5 aa en la proteina truncada afecta la estructura candnica de la misma
y posiblemente altera su funcién.

A partir de estas observaciones, se hipotetiza que las diferentes iso- y
alo-formas de la quimiocina MIP-1B ejercen un efecto diferente sobre las
células dianas. En este contexto, y dada la trascendencia fisiopatogénica del
MIP-18 en la evolucién de las distintas patologias (especialmente la
infeccion por VIH), el polimorfismo descrito del locus B alteraria la evolucién
del cuadro patoldgico. En el caso del VIH, la funcién protectora de esta
guimiocina se atenuaria por la forma truncada y generaria un aumento de la
susceptibilidad, favoreciendo el establecimiento del virus en el organismo y
la evolucion de la enfermedad. Igualmente postulamos que la presencia de
este polimorfismo alteraria la regulacidon génica normal y modificaria el nivel

de expresion de esta proteina.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL



Definir poblacionalmente el polimorfismo del locus B de la quimiocina
MIP-18 y evaluar la influencia que éste pueda presentar en distintas
patologias, en especial la infeccidén por el VIH, asi como también determinar
si existen diferencias significativas en la regulacién de la expresién de este

segundo locus.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Determinar la distribucién genética del polimorfismo del
locus B de MIP-10.

a) Desarrollar una metodologia sencilla y confiable, que nos
permita discriminar los dos alelos del locus B (alelo B del alelo
b), para definir el polimorfimo en la poblacién.

b) Establecer la incidencia y distribucién genética del polimorfismo
del locus B en la poblacion normal (individuos sanos).

c) Establecer la incidencia del polimorfismo en diferentes
poblaciones patoldgicas, y valorar las posibles diferencias que
puedan existir entre éstas y la poblacion normal.

d) Valorar el polimorfismo del locus B en individuos infectados por
el VIH, en relacion a distintos parametros, y determinar si éste

ejerce alguna influencia en el desarrollo de la enfermedad.

3.2.2.Establecer los patrones de regulacién de la expresion del

locus B respecto al locus A.

a) Disefar un sistema que nos permita evaluar de forma
cuantitativa la expresion diferencial de los loci de las
quimiocinas MIP-1a y MIP-18.

a.1l) Disenar un Estandar Interno que presente cierta
homologia con la secuencia de los genes en cuestidn,
permitiéndo controlar el proceso de amplificaciéon y de
digestiéon de los loci de MIP-1a. y MIP-1B, para
establecer una aproximacién cuantitativa de cada una

de las isoformas.



4.

a.2) Determinar la metodologia que mejor permita
cuantificar de una manera rapida y precisa la expresiéon

diferencial de los loci de ambas quimiocinas.

b) Definir como se regula la expresion de ambos loci de MIP-
1B, asi como también de las diferentes isoformas del locus B:
b.1) Determinar como se regula la expresion de los loci de
MIP-1a y MIP-18B en la linea celular U-937.

b.2) Estudiar los niveles de expresion de las diferentes
isoformas de MIP-18 en 2 grupos celulares distintos
(PBMCs vy linfocitos T CD8+) procedentes de individuos

sanos y de individuos VIH+.

SUJETOS Y METODOLOGIA

4.1. SUJETOS

4.1.1. Individuos Sanos



Para determinar el polimorfismo del MIP-1B en la poblacidn sana, se
evaluaron 200 individuos, representados por un grupo de donantes de
organos, procedentes del Servicio de Inmunologia del Hospital Clinic de
Barcelona y otro grupo representado por parte del personal del Servicio de
Inmunologia del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Los criterios de
seleccion que prevalecieron para elegir estos individuos como sanos,
corresponden a la ausencia de enfermedades infecciosas y enfermedades
autoinmunes manifiestas en el momento de su inclusién, razones por las

cuales, deben considerarse individuos sanos a efectos de este estudio.

4.1.2. Pacientes

4.1.2.1. Pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune

Dentro de este grupo, se utilizaron muestras procedente de pacientes
afectos de la enfermedad de Graves Basedow, tiroiditis de Hashimoto y
bocio multinodular. Los pacientes fueron diagnosticados en los
departamentos de endocrinologia del Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol y de la Residencia Vall d’Hebron. El diagndstico clinico se realizé en
base a las pruebas normales de rutina, tales como niveles en plasma de Ts,
T, libre y hormona estimulante del tiroides (TSH), determinados por
radioinmunoensayo en el servicio de bioquimica. La presencia de
anticuerpos anti-microsomal (peroxidasa tiroidea, TPO) y anti-tiroglobulina
(tiroglobulina, Tg), se determind por ELISA (Advanced Biological Products
Inc., Mississauga, Ontario, Canadd). La presencia de anticuerpos anti-
receptor de tirotropina (receptor de tirotropina, TSH-R) se determind por un
ensayo “thyrotropin-binding inhibitory immunoglobulin” (TBII) utilizando el
kit RRA TRAK (Behring, Marburg, Alemania). Ambas determinaciones se
realizaron en el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Los diagndsticos
se confirmaron por un examen histopatoldgico de las biopsias, en el

departamento de anatomia patoldgica del mismo hospital.

4.1.2.2. Pacientes Diabéticos



Las muestras de DNA gendmico que se utilizaron para analizar este
grupo de pacientes, provenian de sangre periférica de pacientes con
Diabetes Mellitus tipo I. Los pacientes fueron diagnosticados en los
departamentos de endocrinologia del Hospital Universitari Germans Trias i
Pujol. Los pardmetros que se tomaron en cuenta para realizar el diagndstico
clinico de estos pacientes fueron los siguientes: péptido C basal y post-

estimulacién con glucagoén indetectable y/o clinica de cetoacidosis diabética.

4.1.2.3. Pacientes con VIH

Las muestras de sangre provenientes de los pacientes VIH+ fueron
cedidas y valoradas previamente a nivel de multiples parametros bioldgicos
por la Fundacién IRSI-CAIXA.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Aislamiento Celular

4.2.1.1. Obtencién de células mononucleadas de sangre
periféricas (PBMCs)

e Se extraen 20 ml de sangre total de cada uno de los pacientes en
tubos Vacutainer de 10 ml y se agregan 100 pl de heparina por
cada 10 ml de sangre.

e Para separar los PBMCs por gradiente de densidad, se reparte el
Ficoll (Ficoll Hypaque Lymphoprep; Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia) en cada uno de los tubos, y posteriormente se agrega la
muestra (diluida 1:2 con PBS) suavemente sobre el Ficoll e
inclinando ligeramente el tubo. La proporcidon Ficoll : muestra
diluida es de 1:3.

e La muestra se centrifuga durante 30 min a 600 xg a T.A. Tras la
centrifugacién, las células mononucleadas quedan separadas, y se
sitlan en la interfase, mientras que los eritrocitos y neutréfilos, se

ubican en el fondo del tubo.



e La interfase se recupera por aspiracion y esta fraccion celular se
transfiere a otro tubo, donde se lava con PBS.

e Centrifugar la muestra a 1.200 rpm durante 5 min a 4°C. Tras la
centrifugacién, se descarta el sobrenadante.

e Repetir nuevamente el lavado con PBS.

e Se descarta el sobrenadante, y el botdn celular (pellet) obtenido
se utiliza para extraer el DNA gendmico o bien se resuspende en

medio RPMI para realizar los estudios de estimulacién posteriores.

4.2.1.2. Aislamiento de células T CD8+

Los linfocitos T CD8+ fueron separados por seleccién positiva, utilizando

un sistema de bolas paramagnéticas (MACS MicroBeads, Milteny Biotech,

CA, USA) asociadas a columnas magnéticas. Para ello se aplicé el siguiente

protocolo:

Una vez separados los PBMCs de sangre periférica, se procede a
contar las células y a resuspenderlas en buffer (PBS suplementado
con 0,5% BSA y 2 mM EDTA (pH=7,2)), agregando 80 pl de buffer
por cada 107 células totales.

Se agregan 20 upl de bolas paramagnéticas marcadas con Acs
monoclonales anti-CD8 por cada 107 células totales.

Se realiza una incubaciéon a 4°C por 15 min. Durante la incubacion, se
agita ligeramente el tubo cada 5 min.

Finalizada la incubacién, se agregan de 10 a 20 pl de buffer por cada
1 pl de mezcla para lavar las celulas.

Se centrifuga a 300 g durante 10 min y se descarta el sobrenadante.
El pellet se resuspende en 500 pl de buffer por cada 10® células

totales.

Una vez marcadas las células magnéticamente se procede a separarlas.

Para su aislamiento, se utiliza una columna de alto gradiente de separacién

magnética (MS Separation Columns, Milteny Biotec, CA, USA) que presenta

una capa hidrofilica, lo cual facilita el proceso. Se sigue el siguiente

protocolo:



e La columna se fija a un soporte magnético y se lava previamente con
500 pl de buffer, el cual se deja correr libremente a través de la
columna. Se descarta el eluido.

e Se procede a pasar la suspensién celular a través de la columna. Es
importante que la mezcla sea bastante homogénea, evitando
cualquier tipo de agregado o particula con un tamano superior a los
30 um y no pasar de una cantidad superior de 2x10%® células
marcadas.

e Se lava la columna 3 veces con 500 ul de buffer, descartando el
eluido que corresponde a la fraccién negativa.

e Para separar la fraccion positiva retiramos la columna del soporte
magnético (iman), se agrega 1 ml de buffer y se deja correr
tranquilamente a través de la columna, hasta que transcurrido un
tiempo (en el que la casi la totalidad del liquido haya pasado), se
forza la elucién de la ultima fraccién con un émbolo.

e Resuspender el eluido obtenido en medio RPMI 1640 (Life
Technologies, Merelbeke, Bélgica) suplementado con 10% FCS (Life
Technologies, Merelbeke,Bélgica), L-glutamina 2mM (Life
Technologies, Merelbeke, Bélgica), gentamicina 40 pM (Sigma, St.
Louis, MO, U.S.A.) y Penicilina 100 Ul/ml (Laboratorios Ern,
Barcelona, Espafia) en un volumen adecuado, hasta conseguir una

concentracion final de 1x10° células / ml.

4.2.2. Cultivo Celular

El RPMI 1640 (Life Technologies, Merelbeke, Bélgica) suplementado
con 10% FCS (Life Technologies, Merelbeke,Bélgica), 2mM L-glutamina
(Life Technologies, Merelbeke, Bélgica), 40 uM Gentamicina (Sigma, St.
Louis, MO, U.S.A.) y 100 Ul/ml Penicilina (Laboratorios Ern, Barcelona,
Espafia) fue utilizado como medio de cultivo estandar donde se cultivaron
los PBMCs vy linfocitos T CD8+, provenientes de individuos con VIH,
individuos sanos utilizados como control y la linea mielomonocitica U-937.
Todas las incubaciones y los procedimientos de cultivos se hicieron en

incubadores a 37°C, en una atmodsfera de 5% CO, / 95% aire.



4.2.2.1. Linea celular U-937

Para el cultivo de la linea mielomonocitica U-937, obtenida de la ATCC
(American Tissue Culture Collection), se utilizaron frascos de cultivo de 75
cm? (Costar, Nalge Nunc International, Dinamarca), creciendo las células en
suspension.

Para el estudio de la expresion del MIP-1B esta linea celular fue
estimulada con diferentes inductores; Ionomicina (1ug/ml), LPS (0,1ug/ml)
y PMA (0,1ug/ml) (Sigma, St. Louis, U.S.A.) a diferentes tiempos; 0, 3, 6 y
24 horas respectivamente. Debido a la inestabilidad intrinseca de los
extremos UA 3’ del mRNA de las quimiocinas, agregamos a los cultivos 10
ug/ml de cicloheximida (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A.) para aumentar su
estabilidad. La cicloheximida se introdujo 3 horas antes de recolectar el

cutivo. Se hicieron cultivos no estimulados que actuaron como controles.

4.2.2.2. PBMCs y células T CD8+

Tanto los PBMCs aislados de sangre periférica como los linfocitos T
CD8+ fueron cultivados en placas de cultivo (Costar de 18 pocillos). Para el
estudio de la expresiéon de MIP-1B, las células fueron estimuladas en
presencia de 1ug/ml de PHA y 10 ng/ml IL-2 recombinante humana durante
6 horas y 24 horas. Para mejorar la expresion del mRNA de las quimiocinas
de interés, agregamos 10 ug/ml de cicloheximida (Sigma, St. Louis, MO,
U.S.A.) para aumentar su estabilidad. La cicloheximida se introdujo 3 horas
antes de recolectar el cultivo. Paralelamente se realizaron controles a las 0

horas y a las 24 horas, a los que no se les agregd ningun tipo de estimulo.

4.2.3. Analisis por citometria de flujo (expresion del receptor
CCRb5)



La técnica de citometria de flujo y la existencia de anticuerpos
monoclonales hacen posible la identificacion de determinadas moléculas en
la superficie de las células. Esto se debe a la posibilidad que tienen los
anticuerpos, de unirse de manera covalente a determinados fluorocromos,
que al ser excitados por ciertas radiaciones, provocaran la emisidon de
diferentes particulas luminicas que pueden ser medidas y procesadas a
través del citémetro de flujo. De esta manera, el equipo sera capaz de
evaluar las caracteristicas fisicas y/o quimicas de las células, agregados
celuares o particulas bioldgicas, tales como inmunocomplejos, particulas
virales, liposomas, organelos celulares, bacterias, hongos, cromosomas,
etc. La medicion de las diferentes propiedades de cada uno de estos
elementos se lleva a cabo de manera individual, pudiendo discriminar cada
una de las células que pasan a través del equipo y otorgando informacion
especifica de aquella célula o molécula que haya sido marcada.

Luego de cultivar las células (PBMCs vy linfocitos T CD8+) durante 24
horas y en presencia de diferentes inductores, se marcaron las células con
diferentes anticuerpos. El marcaje a menudo requirié combinar IFI con IFD
siguiendo este protocolo:

e Se lava la suspensidn celular 2 veces con PBS.

e Se afaden 100 pl de la suspensién celular a cada uno de los tubos.

e Se agregan los anticuerpos no marcados (CCR5, CD4 y CDS8 )
diluidos con PBS y se incuban por 30 min.

e Se lavan las células con PBS y se centrifugan a 1.300 rpm por 5 min

y se decanta el sobrenadante.

e Se agrega a cada tubo el anticuerpo Goat anti-mouse diluido 1/150 y
se incuba por 30 min.

e Se agrega PBS hasta la mitad del tubo aproximadadamente y se
centrifuga a 1.300 rpm durante 5 min. Se descarta el sobrenadante.

e Se anaden 50 pl de Normal Mouse Serum (NMS) y se incuba por 10
min.

e Se afaden los anticuerpos directamente marcados en los tubos
correspondientes y se incuba por 15 min.

e Se lava con PBS, se centrifuga a 1.300 rpm durante 5 min y el

sobrenadante se extrae con una pipeta.



e Se aflade solucion de lisis hasta la mitad del tubo y se incuba
durante 10 min para fijar.

e Se centrifuga a 1.300 rpm durante 5 min y el sobrenadante se
aspira con pipeta.

e Se lava con PBS, centrifugando a 1.300 rpm durante 5 min y
aspirando el sobrenadante con pipeta.

e Se afiaden 400 pl de PBS a cada uno de los tubos y se pasa la
muestra marcada por el citdmetro de flujo.

La utilizacién de NMS posibilita la combinacion de la IFI con la IFD

(pasos en cursiva).

4.2.4. Extraccion de DNA gendmico

La extraccion de DNA gendmico se realizé a partir de sangre total, en
el caso de los pacientes VIH+ e individuos control, y de PBMCs (pellet seco),
en el caso de las muestras procedentes de pacientes con Graves Basedow,
tiroiditis de Hashimoto, bocio multinodular y pacientes diabéticos.

Para realizar la extraccion de gDNA a partir de sangre total, se siguio
este protocolo:

e Se extraen 20 ml de sangre total en tubos vacutainer de 10 ml y

se agregan 100 pl de heparina por cada 10 ml de sangre inicial.

e La muestra se centrifuga a 2.000 rpm durante 10 min. Tras la

centrifugacion, se descarta el sobrenadante.

e El botdon celular obtenido tras la centrifugacidn, se resuspende en

un buffer de lisis frio (10 mM Tris HCI pH=7,5; 5Mm MgCl; Tx-100
0,5%; 0,32 M Sacarosa) previamente enfriado a 4°C. Se llena por
completo el tubo, con la soluciéon de lisis y se debe agitar
levemente y en forma continua, hasta que se consiga la disolucién
completa del botdn celular.

e La mezcla se incuba durante 10 min en hielo.

e Se centrifuga a 2.550-3.000 rpm durante 15 min y posteriormente

se descarta el sobrenadante.

e Se resuspende nuevamente la muestra en un buffer de lisis frio,

repitiendo el procedimiento anterior, con el fin de lograr un lisado

celular completo.



Repetir el lisado una o dos veces mas hasta conseguir que el
botdn celular quede totalmente blanco. Una vez que el botdn
celular esté completamente blanco, se procede a la extraccion del
DNA gendmico.

Se resuspende el pellet en 2 ml de TEN 8 buffer (0,1 M NaCl;
10mM EDTA pH=8; 20 mM Tris pH=7,5-8) 100 pl SDS 20% vy
10ul de proteinasa K (20 upg/ul) (Sigma).

Se incuba la mezcla a 55-60°C por un periodo de 3 a 4 horas,
hasta conseguir que la solucién quede totalmente homogénea. La
proteinasa K se prepard previamente disolviendo 20 U/mg de la
enzima en 1 ml de buffer 10mM Tris pH= 7,8; 5mM EDTA y SDS al
20%.

Para desproteinizar la muestra, se agrega 1 volimen de 3M Kac
(Acetato potasico) y se agita fuertemente en sentido longitudinal
durante 15 min.

Se centrifuga a 2.500 rpm durante 15 min y el sobrenadante que
se obtiene, se transfiere a un tubo limpio.

Para precipitar el DNA, se agregan 2-2,5 volumenes de etanol
absoluto y posteriormente el tubo se mezcla por inmersion hasta
que el DNA precipite completamente. La precipitacién del gDNA,
se puede evidenciar a través de la aparicién de una especie de
malla blanca en la solucidn.

El gDNA precipitado se extrae y se transfiere a un tubo limpio. La
malla generada se intenta pescar con una punta o bien
centrifugando levemente el tubo, de manera que el gDNA se
deposite en el fondo del tubo (a través de la decantacién del
sobrenadante, se puede obtener mas facilmente).

Se gDNA se deja secar ligeramente (se puede observar a través
de la pérdida de la refringencia) y luego se resuspende en 100 l
de TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA) por cada 10 ml de sangre inicial.
Se deja incubar toda la noche en la nevera y una vez que se haya

disuelto por completo, se puede conservar a -20 °C.

Cuantificacion DNA gendémico




Para cuantificar el DNA gendmico se diluyen 2 pyl de DNA en 1.000 pl
de H,0 (factor de diluciéon 1:500) y se mide la densidad 6ptica (O.D.) a 260

nm y a 280 nm. La concentracion es calculada de la siguiente manera:

DNA (pg/ul) = (0.D. a 260 nm x 0,064) - (O.D. a 280 nm x 0,05) x

(Factor de dilucién)

4.2.5.Métodos de Extraccién de RNA

En este trabajo se realizd la extraccion de RNA de células en cultivo
previamente estimuladas, con el fin de estudiar la expresiéon de MIP-183 a
nivel del RNA mensajero. En el caso de la linea celular U-937, la extraccidn
fue realizada mediante una ligera modificacion del método descrito
previamente por Chomczynsky. En el caso de los PBMCs y los linfocitos T
CD8+ provenientes de pacientes con VIH, debido a que obtuvimos un
numero reducido de células, nos vimos en la necesidad de recurrir a un kit

comercial que optimizara la extraccion de RNA de dichas células.

4.2.5.1. Método de Chomczynsky

El método empleado para la extraccién de RNA fue el descrito
previamente por Chomczynsky, ligeramente modificado para adaptario a

nuestro laboratorio. El protocolo que se siguio fue el siguiente:

e FEl botdn celular seco proveniente de 5.10° cels se homogeniza
agregando 500 pl de solucién de desnaturalizacion (4M tiocianato de
guanidina, 25 mM citrato de sodio; 0,1M 2-B mercaptoetanol; 0,5%
N-lauroilsarcosina; 0,5% antifoam), 50 ul acetato de sodio 2M pH=4
y 500 ul de fenol saturado con agua pH=4,0. Se debe mezclar con
vortex después de la adicion de cada uno de los reactivos.

e Las muestras se incuban en hielo durante 10 min.

e Se agregan 150 pl de una mezcla de cloroformo-isoamilalcohol en
una proporcion 49:1 y posteriormente se mezcla con vortex.

e La muestra se incuba nuevamente en hielo durante 10 min.



e Se centrifuga la mezcla homogénea a 10.000 rpm a 4°C y durante
20 min, con el fin de separar la fase acuosa de la organica.

e La fase acuosa se transfiere a un tubo limpio, se agrega 1 vol de
isopropanol y se deja incubar a —-70°C por 1 hora, para permitir que
precipite el RNA.

e La muestra se centrifuga nuevamente tras la incubacién, a 14.000
rpm y a 4°C durante 30 min. Se descarta el sobrenadante.

e El botdon celular obtenido, se resuspende en 300 ul de solucién de
desnaturalizacién y 150 ul de fenol saturado en agua pH=4,0. Se
mezcla con un vértex y luego se agregan 150 ul de la mezcla de
cloroformo-isoamilalcohol.

e La mezcla se incuba en hielo durante 10 min.

e Se centrifuga la muestra a 10.000 rpm a 4°C y durante 20 min. El
sobrenadante se recupera y se transfiere a un tubo limpio.

e Se agrega al sobrenadante 1 vol de Kac 3 M, 2 vol de etanol
absoluto y se mezclan en un vértex.

e Se centrifuga a 14.000 rpm durante 30 min y a 4°C. El
sobrenadante se descarta.

e El botdn celular obtenido se lava 3 veces con etanol al 70%.

e Se seca bien el botdn celular y se resuspende en 20 ul de agua con
DEPC, que actua inhibiendo las nucleasas (El agua DEPC se prepara
de la siguiente manera: 1 litro de H,0O destilada tratada 20 h con 1
ml dietilpirocarbonato a 0,005% a 37°C (Genaxis Botechnology,

Saint-Cloud Cedex, Francia) y posteriormente se autoclava).

La concentracién de las muestras de RNA se determina por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. La pureza del RNA
se calcula a partir de la relacién que se establece entre los valores arrojados
por las lecturas hechas a 260 nm y a 280 nm. Este valor debe encontrarse
entre 1,8 y 2,0 para que podamos decir que la extraccion ha sido eficiente.

La integridad se puede evaluar mediante un gel de agarosa.

4.2.5.2. Extraccion de RNA (Kit RNAqueousTM-4PCR de Ambion)



Para la extracciéon de RNA por el Kit comercial, aplicado principalmente

para la evaluacidén de las muestras estimuladas, se siguid este protocolo:

El botdn celular (1x10° células) se lava previamente con PBS (se
agrega PBS hasta el final del tubo y se centrifuga a 1.800 rpm
durante 6 min; el sobrenadante se descarta).

Se agregan 500 pl de la Lysis/Binding solution (contiene
Tiocianato de Guanidina), que ocasiona el lisado de las células.

Se realiza un vortex vigoroso, en el que se consigue romper la
membrana celular e inactivar las ribonucleasas celulares.

Se agrega un volumen equivalente de etanol al 64% y se mezcla
con un vortex suavemente.

La mezcla homogénea, se introduce en una columna a base de
silicio, la cual tiene la facultad de unir y retener de forma selectiva
las fracciones del RNA.

Se centrifuga la columna por 1 min a 14.000 rpm
aproximadamente y se descarta el liquido eluido.

Se agregan 700 pl de Wash Solution #1 a la columna y se dejan
correr a través de ella, con el fin de eliminar los residuos de DNA,
proteinas y otros contaminantes.

Se realiza otra centrifugacién de 1 min a 14.000 rpm y se
descarta nuevamente el eluido.

Se realizan dos lavados mas agregando 500 pl de Wash Solution
2/3 (contiene Etanol). Después de la adicién del reactivo se
centrifuga nuevamente a 14.000 rpm durante 1 min. Se descarta
cada vez el sobrenadante.

Se procede a eluir la muestra en 2 pasos consecutivos: la primera
vez se eluye agregando 40-60 pul de la Elution Solution (0,1 mM
EDTA) a 95-100°C, se centrifuga a 14.000 rpm durante 30 seqg. La
segunda elucion se realiza agregando un volumen menor, entre 10
y 60 pl (de la misma soluciéon a 95°C aproximadamente). Este
segundo paso se realiza con el fin de asegurar una elucion exitosa.
Luego se centrifuga a 14.000 rpm por 30 seg aproximadamente.

El RNA eluido se recoge en un tubo libre de RNasas.



4.2.6. Tratamiento con DNAasa-1 de las muestras de RNA

Hemos utilizado dos aproximaciones para eliminar los residuos de

DNA gendmico, que pudieron haber sido extraidos junto con el RNA.

A) Método de Chomczynsky: Las muestras extraidas por este

método fueron tratadas siguiendo este protocolo:

Se agregan 2ul de buffer (40mM Tris-HCI pH=7,5; 6mM MgCl,),
2ul DNAasal (Amersham Pharmacia Biotech; Barcelona, Espafa),
X ul de muestra de RNA (1 ug) y H,O destilada hasta completar un
volumen final de 20 pl.

La mezcla se incuba a 37°C durante 30 min. Durante este tiempo,
la enzima actuara, eliminando aquellos residuos de gDNA que
puedan estar presentes en la muestra.

Se cuantifica huevamente el RNA a una longitud de onda de 260
nm y se comprueba nuevamente su integridad en un gel de

agarosa.

B) Kit comercial: Debido a que el procedimiento de extraccién

de RNA por el kit, no garantiza la eliminacion completa de DNA,

procedimos a realizar el tratamiento con DNasal de la siguiente

manera:

Se agrega 0,1 vol de Buffer DNasal 10X y 1 pl de DNasal al RNA.
Se incuba la mezcla durante 15-30 min a 37°C. En este paso, se
asegura la eliminacién de cualquier contaminante de DNA
presente en la muestra.

Se agrega 0,1 vol de Dnase Inactivation Reagent, (con el fin de
inactivar cualquier tipo de DNasas) y se realiza un vértex.

Se deja incubando durante 2 min a T.A.

La muestra se centrifuga a 10.000 x g durante 1 min y el
sobrenadante obtenido se transfiere a un tubo limpio. El RNA se

puede guardar a -20°C.



4.2.7. Ajuste de la concentracion de las muestras de RNA por

precipitacion.

También hemos utilizado dos aproximaciones para aumentar la

concentracion de RNA/pul.

A) Método de Chomczynsky: En la mayoria de las muestras

extraidas por este método, el RNA se precipita de la siguiente manera:

Se agrega 0,1 vol de KAc 3M y se agita fuertemente.

Se afaden 2 vol de etanol absoluto repitiendo nuevamente la
agitacion.

Se adiciona 1 pl de glucégeno a 20 mg/ml.

La muestra se incuba durante 1 hora a -70°C.

Se centrifuga la mezcla a 14.000 rpm durante 20 min a 4°C.

El botdn celular obtenido se lava con etanol al 70% vy
posteriormente se diluye en agua de DEPC. Una vez que ha sido

bien resuspendido en agua de DEPC, se puede conservar a —20°C.

B) Kit Comercial: Los RNA extraidos a partir de este método, fueron

precipitados con el fin de optimizar la cantidad de muestra, siguiendo este

protocolo:

Se agrega a la muestra 0,1 vol de Acetato de Amonio 5My 0,01 -
0,02 vol de Linear Acrylamide.

Se mezcla suavemente con un vortex hasta conseguir que la
muestra quede homogénea.

Se afiaden de 2-2,5 vol de etanol 100% y luego se agita bien.

Se incuba a -20°C por 25 min como minimo. En este paso el RNA
precipita. El tiempo de incubacion, si se desea, se puede alargar
toda la noche a -20°C.

La muestra se centrifuga a 14.000 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se descarta.

El botén celular obtenido se resuspende en 15-20 pl de la solucién
de elucidon. La muestra una vez resuspendida adecuadamente se

conserva a -20°C hasta su utilizacion.



4.2.8. Retrotranscripcion

Para realizar la retrotranscripcién con la MMLV, se siguen estos

pasos:

e Se desnaturaliza previamente el RNA (1 ug diluido en agua hasta
11,8 ul) incubandolo a 68°C durante 5 min.

e Inmediatamente después, las muestras se colocan en hielo y se
incuban durante 5 min.

e La reaccidn de retrotranscripcidon se realiza segun las condiciones
indicadas por el proveedor de la MMLV. A la muestra de RNA
previamente desnaturalizada, se le agregan los siguientes
reactivos:

4 ul de Buffer de MMLV (5X)
1 ul de dNTPS (10 mM)

1ul DTT (0,1 M)

2 ul Oligo-dT24 (50 uM)

0,5 ul RNAsin (40U/ul)

0,5 ul MMLV (200U/ul)

e La reaccién se incuba a 42°C durante 60 min.

e La reaccién se inactiva calentando las muestras hasta 99°C
durante 5 min y reenfriandolas a 4°C durante 5 min mas.

e Los 20 ul de cDNA obtenidos se diluyen 4 veces en H,O DEPC.

e Se utilizan 2 pl del cDNA diluido por cada 10 pl de reaccién de la
PCR.

Todos los reactivos utilizados fueron obtenidos de Promega (Madison,
WI, USA)

4.2.9. PCR-Genérica

Para el estudio del polimorfismo del locus B de la quimiocina MIP-18,

se utilizé DNA gendmico y se realizaron principalmente dos PCRs distintas.

4.2.9.1. PCR Especifica:

Esta PCR tiene como objetivo principal, la amplificacion de la variante
alélica del locus B que presenta un cambio de base A/G, en la secuencia
aceptora del segundo intrén, lo cual provoca que se genere un splicing
diferencial alternativo y la pérdida de 15 pb, generando una proteina
(truncada) con 5 aa menos. Para poder detectar esta mutacién, se han

utilizado cebadores especificos, 461 sense y IA1 antisense (Tabla M.1),



capaces de reconocer este cambio nucleotidico (G en lugar de una A). Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes :
e Se agregan los siguientes reactivos:

1 ul de buffer de PCR (10X, con 15 mM MgCl,)

1 yl de mix dNTPs (2 mM)

0,5 ul de cebador sense (461) (10 uM)

0,5 ul cebador antisense (IA1) (10 uM)

2 ul de gDNA (100 ng)

3 ul de H,0

e Esta mezcla se cubre con 20 ul de aceite mineral (Mineral Oil,
Sigma, Madrid, Espafia) para evitar su evaporacion.

e Las muestras se someten a los siguientes cambios de temperatura
controlados por el termociclador (Mini Cycler de MJ. Research)

e El proceso comienza con un “inicio en caliente” (Hot Start) a 80°C,
temperatura a la cual se agregan 500 mU de la DNA-Polimerasa
DynaZyme II (Finnzymes OY-Finlandia) diluidas en 2 ul de agua.

e Posteriormente se aplica el siguiente programa de ciclacién:

15 seg a 95°C (Desnaturalizacion del DNA)
15 seg a 64°C (Hibridacidn de los cebadores)
15 seg a 72°C (Extension de los cebadores)
Este proceso se repite por 35 ciclos
5 min a 72°C (Extensidn final)
Al finalizar este proceso de ampificacidn, se obtiene un amplimero de

114 pb, en los gendmicos con la variante b.

4.2.9.2. PCR Genérica

El objetivo de esta PCR es amplificar un segmento del locus B de la
quimiocina MIP-1B, que incluya la zona de la mutacién, sea cual sea el alelo,
lo cual nos permitira posteriormente, hibridar el amplimero obtenido con
sondas especificas tanto para el alelo B, como para el alelo b. Los cebadores
utilizados, fueron el 461 sense y el 2299 antisense. El amplimero que se

genera a partir de esta amplificacién, presenta un tamafio de 349 pb.



Las condiciones de amplificacién fueron iguales a las descritas
anteriormente para la PCR especifica y el programa que se utilizd para
realizar la amplificacion fue el siguiente:

30 seg a 95°C (Desnaturalizacion del DNA)

30 seg a 59°C (Hibridacion de los cebadores)

30 seg a 72°C (Extension de los cebadores)

Este proceso se repite por 35 ciclos

5 min a 72°C (Extensién Final)

Las secuencias de los cebadores utilizados tanto para la PCR especifica

como para la genérica, fueron validadados en trabajos anteriores de nuestro
laboratorio (Ashaab, 1998)(Tabla M.1).

4.2.10. RT-PCR

4.2.10.1. Normalizacién del cDNA

Para valorar el estado de las muestras de post-retrotranscripcion
(cDNAs) y normalizar los resultados a un parametro comun, todas ellas
fueron amplificadas con cebadores especificos (Oligo Etc, Wilsonville, OR,
USA) para el gen de la enzima de expresidn constitutiva GAPDH
(glutaraldehido-fosfato-deshidrogenasa). Los cebadores utilizados (GAPDH
Sense y GAPDH Antisense) han sido ampliamente estudiados en nuestro
laboratorio (Tabla M.1). Los reactivos y las concentraciones que se utilizan
para realizar esta amplificacion son los mismos que se han comentado
previamente. Sin embargo el programa que se sigue para la amplificacién

de las muestras es el siguiente:

30 seg a 94°C (Desnaturalizacion del DNA)
30 seg a 63°C (Hibridacion de los cebadores)
30 seg a 72°C (Extension de los cebadores)
Repetido por 25 ciclos

5 min a 72°C (Extensidn final)



Tabla M.1: Cebadores y Sondas

Cebadores Sentido Secuencia Nombre
GAPDH Sense 5 TCTTCTTTTGCGTCGCCAG 3 GAPDHs
Antisense 5 GGGGGCAGAGATGATGACC 3’ GAPDHas
Mip-1R Sense 5’ GCAGAGGAAGATGCCTACCAC 3’ 461
Genéricos PCR  Antisense 5’ AAATAATGGAAATGACACCTAATAC 3’ 2299
Mip-1R 5 TTGGTTTGGAATCCGTAGAA 3’ Alelo b
Genéricos Sonda 5 TTGGTTTGGAATCTGTAGAA 3’ Alelo B
Mip-1R especifico  Sense 5’ GCAGAGGAAGATGCCTACCAC 3 401
alelo polimérfico  antisense 5’ CGGAGAAAACCAAACCTTAGG 3 IA1
MIP-1a Sense 5" TTCCGTCACCTGCTCAGAAT 3’ o-sense
cDNA antisense | 5’ GAAGAGGTAGCTGTGGAGGTCAC 3’ w-antisense
MIP-1 B Sense 5 AAATAATGGAAATGACACCTAATAC 3’ 1412
cDNA Antisense | 5’ AAATAATGGAAATGACACCTAATAC 3’ 2299
5'CGGGATCCCGCAACTTTGTGGTAGATTACTATTTCCGT IE1
Estandar Interno | S€1S€  CACCTGCTCAGAATTGGAGATGGGTGGGAGTGT 3
_ 5'CCAATGCATAAATAATGGAAATGACACCTAATACGAAGA IE2
Antisense  GGTAGCTGTGGAGGTCACAGGGCTTTATTCCAT 3’
Sense  5' TTCATTACACCTGCAGCTCTC 3' CCR5s
CCRS Antisense  5' GACCAGCCCCAAGATGACTATC 3' CCR5as
SDE-1 Sense  5' TGGGAGGCTCACCCCCTT 3' SDF-1s
Antisense  5' AGCTTTGGTCCTGAAGATCC 3' SDF-1as

Tabla M.1: Cebadores utilizados para las amplificaciones de las muestras

Para evaluar la amplificacion de GAPDH, se realiza una electroforesis
con 5 pl del amplimero en gel de agarosa al 2% (Estandar media EEO,
Ecogen, Barcelona, Espafia) y comparamos la intensidad de los amplimeros
de las diferentes muestras de cDNA. Aquellas sefiales de GAPDH que no
sean equivalentes deberan reajustarse para obtener concentraciones

similares del cDNA retrotranscrito.

4.2.10.2. PCR Semicuantitativa

Debido a la elevada homologia que existe entre los locus A y B de las
Quimiocinas MIP-1a y MIP-1B a nivel de la secuencia nucleotidica, optamos
por evaluar los niveles de expresion de cada uno de los loci a través del

estudio del mMRNA mediante una RT-PCR competitiva semicuantitativa.



Una vez retrotranscritas las muestras y normalizadas para GAPDH se
procede a coamplificar el cDNA de ambas quimiocinas (MIP-1a y MIP-1pB)
con el Estandar Interno en el mismo tubo de reaccion.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes :

e Se agregan los siguientes reactivos:
1 ul de buffer de PCR (10X 15 mM con MgCl;)
1 ul de mix dNTPs (2 mM)
0,5 ul de cebador sense (a 6 B) (10 uM)
0,5 ul cebador antisense (a. 6 B8) (10 uM)
2 pl de cDNA (MIP-1 o 6 MIP-1B)
2 uyl de Estandar Interno recombinante de
concentracion conocida.
1 pl de H,O

e Esta mezcla se cubre con 20 ul de aceite mineral (Mineral Qil,
Sigma, Madrid, Espafia) para evitar su evaporacion.

e Las muestras se someten a los siguientes cambios de temperatura
controlados por el termociclador (Mini Cycler de MJ]. Research).

e El proceso inicia con un periodo en caliente (Hot Start) a 80°C,
temperatura a la cual se agregan 500 mU de la DNA-Polimerasa
DynazZyme II (Finnzymes OY-Finlandia) diluidas en 2 ul de agua.

e Posteriormente se aplica el siguiente programa de ciclacién:

30 seg a 95°C (Desnaturalizacion del DNA)
30 seg a 59°C (Hibridacion de los cebadores)
30 seg a 72°C (Extension de los cebadores)
Este proceso se repite por 35 ciclos

5 min. a 72°C (Extension final)

La metodologia empleada para discriminar los diferentes loci, se
fundamenta en las variaciones de las secuencias nucleotidicas que
presenten los productos amplificados de cada uno de ellos a la hora de ser
sometidos a una digestion con la endonucleasa Mspl. Mspl es una enzima
de restriccidon que reconoce la secuencia CCGG que en el caso de MIP-1a se
encuentra 3 veces en el producto amplificado del locus A y una sola vez en
el locus B; mientras que en el caso de MIP-1pB se encuentra s6lo una vez en

la secuencia amplificada del locus A y ninguna en el locus B. De esta



manera, al digerir con la enzima, se generaran productos amplificados de
diferente tamafno que se podran diferenciar facilmente a través de una

electroferesis en gel de agarosa.

e Digestion con Mspl:

Una vez obtenidos los amplimeros de la PCR semicuantitativa, se
someten a una digestidon con 10U de la enzima de restriccion Mspl a 37°C y
durante 1 h, en buffer (Y*/Tango) (Fermentas; Vilnius, Lithuania). Una vez
finalizada la digestién, para poder evaluar los diferentes fragmentos
generados por ambas quimiocinas y el Estandar Interno, se realiza una
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con BrEt. Los fragmentos se
han separado en funcion del peso molecular y pueden ser perfectamente

diferenciados.

e Cuantificacion:

Para cuantificar las distintas bandas electroforéticas, se realiza una
densitometria de cada una de ellas, en la cual se determina la intensidad
del fragmento por mm? de superficie. Esta densitometria, nos permitird
saber la proporcién de locus A con respecto al locus B (a nivel relativo)
como las diferentes cantidades en que se expresa cada uno de ellos, con
respecto al EI precuantificado (a nivel absoluto). Por otro lado, valdria la
pena mencionar aqui, que el EI ademas de controlar la amplificacion del
cDNA de ambas quimiocinas, permite controlar el nivel de digestién a través
de la relacion que se establece entre el EI digerido sobre el EI no digerido
(porcentaje de digestién), lo cual supone otro parametro basico y de gran
precision a la hora de valorar de forma cuantitativa las diferencias en la
expresion de ambos loci. Este aspecto es fundamental especialmente para
la evaluacién de MIP-1B puesto que el locus B, al no presentar una diana de
restriccion para Mspl, puede sobre valorarse con la fraccidon no digerida del
locus A (las digestiones parciales son habituales). Por lo tanto, conocer el
grado de digestion del EI permite ponderar las cuantificaciones reales de las

guimiocinas de interés.



4.2.11. PCR a Tiempo Real

Con la finalidad de evaluar si las cantidades de amplimero producido
por la PCR del Estandar Interno era equiparables con las que se producen
en la amplificacién de la quimiocina en estudio, decidimos emplear una
aproximacion basada en la metodologia de PCR a tiempo real (Real Time
PCR o rt-PCR). Esta metodologia consiste basicamente en la monitorizacion
activa durante todo el proceso de amplificacion, lo cual nos permite
maximizar la cantidad de informacién que puede ser obtenida a partir de
una simple reaccion de PCR. La monitorizacién de la rt-PCR se llevé a cabo
utilizando el fluorocromo intercalante SYBR Greenl (Roche; Mannheim,
Germany) con el equipo LightCycler® (Roche; Mannheim, Germany). Este
fluorocromo actla en el proceso de la siguiente manera: En el ciclo inicial
de la reaccidn, se aumenta la temperatura provocando la desnaturalizaciéon
de la muestra, con lo cual, la doble cadena de DNA se separa y debido a
que el SYBR Greenl no es capaz de unirse a la cadena sencilla del DNA, la
sefal de fluorescencia se mantiene baja. Al disminuir la temperatura y
producirse el annealing, los cebadores hibridan con la muestra,
generandose pequefios fragmentos de DNA de doble cadena a los cuales se
une el SYBR Greenl. En este momento, la cantidad de fluorescencia
comienza a aumentar. Posteriormente se genera un ascenso de
temperatura, que se corresponde con la elongacién del amplimero. En esta
fase se sigue acumulando la cantidad de SYBR Greenl, de manera que
cuando se completa la doble cadena de DNA, obtendremos la maxima
cantidad de fluorescencia. Esta fluorescencia es medida al final de la fase
del periodo de elongaciéon a 530 nm y el aumento de la cantidad del
producto generado a través de la PCR puede ser monitoreado en cada ciclo.
Ademas de esto, otra de las ventajas con las que cuenta este sistema es la
capacidad que tiene de confirmar el producto que ha sido amplificado una
vez terminada la reaccidn, a través de la curva de melting. Cada producto
de DNA de doble cadena generado, tiene su propia temperatura de melting,
la cual es especifica y caracteristica de cada producto y que se define, como
la temperatura a la cual el 50% del DNA pasa a ser de cadena sencilla,

mientras que el 50% restante permenace de doble cadena. En este sistema,



la curva de melting se realiza al final de la PCR y de la siguiente manera:
una vez terminado el proceso de amplificacién, la temperatura comienza a
aumentar poco a poco a intervalos de 0,2°C/seg, mientras que la intensidad
de fluorescencia es medida en cada uno de los tubos de manera
independiente. A medida que aumenta la temperatura, el DNA de doble
cadena comienza a desnaturalizarse, las hebras se separan y el SYBR
Greenl se libera; lo cual provoca un descenso en los niveles de
fluorescencia. Este dato es realmente importante tanto para confirmar la
identidad del producto generado como para diferenciar los productos de PCR
no especificos generados, tales como dimeros de cebadores.

En nuestro estudio, ademas de evaluar que los productos generados
(MIP-1B vs EI) fueran equiparables, en lo que al proceso de amplificaciéon se
refiere, quisimos cuantificar la cantidad de transcrito producido por cada
uno de ellos. Para esto, utilizamos diluciones seriadas (estandares) tanto de
amplimeros precuantificados (de los loci en estudio), como del Estandar
Interno. A partir de estos estandares amplificados se realiza una curva, con
la cual se puede cuantificar la cantidad de mRNA de la muestra problema.

La reaccién de amplificacion se lleva a cabo en un tubo capilar
(especial para este sistema) y el ensayo se lleva a cabo tras la adicién de
los siguientes reactivos:

e 1 ul de la mezcla de reactivos de rt-PCR 10X (Taq
DNA polymerase, reaction buffer dNTP mix [con
dUTP en lugar de dTTP], SYBR Green I dye y 10
mM MgCl,)

e 1,2 ul de MgCl, 25mM (concentracién final 4 mM)

e 0,5 pl de cebador sense (a0 6 B) (10 uM)

e 0,5 ul cebador antisense (o 6 B )(10 uM)

e 3 ul de cDNA de la muestra problema

e 4,8 ul de H,0.

Las amplificaciones se hicieron con el siguiente programa:

e 30 seg a 95°C (Desnaturalizacion del DNA)

e 30 seg a 59°C (Anillamiento de los cebadores)

e 30 seg a 72°C (Extension de los cebadores)

Este proceso se repite por 35 ciclos

e 5 min a 72°C (Extensidn final)



Las lecturas de fluorescencia se realizaron a 72°C en cada ciclo y la

evaluacion de la temperatura de fusién de los productos amplificados

durante un periodo adicional de desnaturalizacién entre 45°C y 95°C.

4.2.12. Hibridacion

La especificidad de los productos obtenidos a partir de la PCR

genérica (de gendmico) se confirmd por hibridacién. La hibridacién de las

membranas [Hybond-N + nylon (Amersham)] se hizo por duplicado a partir

de amplimeros de gDNA utilizando dos sondas diferentes, una que

reconoce de forma especifica el polimorfismo, mientras que la otra no. Para

realizar esta hibridacion, se siguié este protocolo:

Fijacion del DNA a la membrana:

Predilucion de la muestra: Se colocan 200 pl de buffer Dot Blott
(10mM EDTA pH=8, 1,5 M PBS) en cada uno de los pocillos de
una placa de ELISA. Luego se agregan 2 ul de la muestra
amplificada en cada pocillo (por duplicado). La muestra queda
diluida 100 veces.

Se monta el aparato de Dot Blott utilizando 3 papeles Wathmann y
colocando encima la membrana de nylon.

Se agregan 200 ul de buffer Dot Blott en cada uno de los agujeros
del aparato para comprobar que esté bien ajustado y que no
pierde liquido. Activar la bomba de vacio.

Se colocan los 200 pl de la muestra (previamente diluida y por
duplicado) en el aparato de Dot Blott y se deja incubar durante 30
min.

Se activa la bomba de vacio y se mantiene encendida hasta que el
liquido se aspira por completo.

La membrana se coloca en solucion de desnaturalizacién (0,5 N
NaOH; 1,5 M NaCl) y se agita durante 5 min.

La muestra desnaturalizada se coloca en wuna solucidon de
neutralizacién (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris pH=7,2; 0,5 M EDTA pH=38)

durante 1 min y en agitacion.



El DNA se fija a la membrana en el UV-Stratalinker (Stratagene)

durante 1 min a 320 nm.

Marcaje de la sonda:

Se agrega 1 pl de sonda (10-15 pM) a 9 ul de H,0.
Se desnaturaliza a 70°C por 3 min y posteriormente se coloca en
hielo.
Se agregan los siguientes reactivos:
1,5 yl de buffer 10X “T,4 Polinucleétido Kinase”
10U/ul de “T4 Polinucleétido Kinase”
[v*?P] ATP 250 pC/pl.
La reaccidn se incuba a 37°C durante 30 min.
Se agregan 35 pl de 10 mM EDTA pH=8, para inactivar la T4
Polinucleétido Kinase.
La sonda se purifica del isétopo libre a través de unas columnas
(MicroSpin™ G-25 Columnas de Amersham) por medio de una

centrifugacion.

Pre-Hibridacion:

La membrana se introduce en un tubo para horno de hibridacion y
se colocan 25 ml de soluciéon de pre-hibridacién (PBS 2X; 1%
Blog. Reagent; 0,1% Sarcosil; 0,2% SDS).

Se incuba a la temperatura de hibridacién en un horno durante 8

horas y en movimiento giratorio constante.

Hibridacién:

Se afiaden 0,5-1x10° cpm/ml de sonda marcada radiactivamente
a la solucion de pre-hibridacion.
Se deja incubar toda la noche a la temperatura de hibridaciéon en

un horno y en movimiento giratorio constante.

La temperatura de hibridacion se calculé de la siguiente manera:

Th = Tm de la sonda - 10°C
Tm = 72,8 + 0,41 (%G+C) - 675/Longitud de la sonda



Lavados:

e El liquido de hibridacidn con la sonda, se elimina como residuo
radiactivo.

e Se realizan dos lavados con PBS 2X durante 5 min y a
temperatura ambiente.

e Se hacen dos lavados astringentes utilizando 2X SSC + SDS 1%
durante 30 min y a una temperatura que se ajusta segun las
caracteristicas de cada sonda (en general 60°C para sondas de 20
pb y 63°C para sondas de 22 pb). Los lavados se realizan para

eliminar el exceso de sonda presente en la membrana.

Revelado:

e La membrana se expone y se deja contactando toda la noche
junto a la pantalla FX Imaging Secreen-K, 20x25 cm de Bio-Rad o
Film X-Kodak.

e La deteccién de la sefial radiactiva se realiza escaneando la
pantalla a través del sistema Phosphor Imager (Bio-Rad) vy
posteriormente se analiza con el software de anélisis molecular
(Bio-Rad).

4.2.13. Diseino de un Estandar Interno

El estandar interno nace de la necesidad de crear un elemento o
herramienta, que nos permita valorar de forma semi-cuantitativa los niveles
de expresion a nivel del mRNA de los loci A y B de las quimiocinas MIP-1a y
MIP-1B. Para ello, este sistema debe ser capaz de controlar tanto el proceso
de amplificacién como de digestién (a través de la enzima Mspl) de los
transcritos obtenidos

Para generar el Estandar Interno (EI) se utilizé una pequefa regién del
gen de la insulina (zona 3’ no codificante), ya que presenta un tamafio
parecido (339 pb) al de los amplimeros en estudio, MIP-1a (404pb) y MIP-
1B (315pb). Asi mismo, esta regién de la insulina presenta otra

caracteristica en comuin y de gran importancia, y es que su secuencia



contiene la diana de restriccién capaz de reconocer la endonucleasa Mspl
(CCGQ).

Los cebadores utilizados para amplificar este fragmento, se disefaron
de forma especifica a partir de los cebadores IL]J3 e ILJ2, utilizados para
obtener el fragmento del gen de la insulina. Estos nuevos cebadores, seran
unos cebadores hibridos (IEI1 e IEI2) a los cuales se les mantiene en 3’ las
secuencias de ILJ3 e ILJ2, y se les yuxtapune de forma consecutiva en sus
extremos 5’ las secuencias de los cebadores para MIP-1a y MIP-1B (para los
transcritos de los correspondientes locus A y B). Por otro lado, para facilitar
su clonacién y manipulacién se introdujeron también las secuencias diana
de las enzimas de restriccion BamHI y Nsil y dos o tres bases en el extremo
5’ para que asegurasen una buena eficiencia en la digestion. De esta
manera, IEI1 es el oligonucledtido resultante de combinar las secuencias de
BamHI + B-Sense + a-Sense + ILJ3, mientras que IEI2 presenta las
secuencias Nsil + B-Antisense + a-Antisense + ILJ2 (segun direccion 5'-3’
convencional). En la base del esquema que se presenta en la Figura R.6 se

detallan las secuencias concretas de IEI1 e IEI2.

Clonacion

Para realizar la clonacién del inserto, se tiene que amplificar
previamente la secuencia que se desea clonar. Para ello se tiene que
realizar una PCR con los cebadores especificos para él (ILJ2 sense e ILJ3
antisense), bajo las mismas condiciones de reaccién que fueron descritas
anteriormente. Para el proceso de amplificacidn, se utilizé el termociclador,
modelo Mini Cycler y se siguid este programa:

30 seg a 95°C (Desnaturalizacion del DNA)

30 seg a 65°C (Anillamiento de los cebadores)
30 seg a 72°C (Extensidon de los cebadores)
Este proceso se repite por 35 ciclos

7 min a 72°C (Extension final)

Al finalizar este proceso de ampificacion, se obtiene un amplimero de
340 pb.



Elucién del fragmento amplificado

Una vez amplificado el fragmento de intrés, se procede a purificarlo
utilizando el kit de purificacion de bandas GFX™ PCR DNA (Amersham

Pharmacia Biotech) obedeciendo al siguiente protocolo:

Se realiza una electroforesis en gel de agarosa, con 1 g de low
melting Nusieve-GTG y 1 g de Agarose Estandar Media EEO
(Ecogen, Madrid) en 100 ml de TBE buffer 0,5X.

Se observan los amplimeros de diferentes tamafios en un
transiluminador de luz UV.

Se corta la banda correspondiente al producto amplificado de
interés.

Se pesa un tubo eppendorf vacio.

El trozo del gel que contiene la banda de interés, se introduce en
el eppendorf que ha sido pesado previamente y se pesa de nuevo
para determinar el peso neto del trozo de gel.

Se afiaden 10 pl de Capture Buffer (Solucidon que contiene acetato
y chaotrope, un silice que une DNA) por cada 10 mg de gel de
agarosa.

Se incuba a 60°C durante 5-15 min. Se hacen un par de vortex
durante el periodo de incubacidn para facilitar la disolucion
completa de la agarosa.

Se coloca la solucidon en la columna GFX (la cual contiene una
matriz de fibra de vidrio).

Se incuba 1 min a temperatura ambiente.

Se centrifuga la columna durante 30 seg a 14.000 rpm y se
descarta el eluido.

Se agregan 500 pl de Wash Buffer (10 mM Tris-HCI pH=8; 1 mM
EDTA, 80% etanol) a la columna.

Se centrifuga por 30 seg a 14.000 rpm y se descarta nuevamente
el eluido.

Se afiaden 30-50 ul de agua autoclavada.

Se centrifuga a 10.000 rpm durante 1 min. El eluido obtenido

(muestra purificada) se conserva a -20°C.



Cuantificacion del fragmento eluido

Posteriormente, se debe cuantificar la cantidad de amplimero que ha

sido purificada. Para calcular la concentracién de este fragmento,

empleamos el método de cuantificacién en gel de agarosa, obedeciendo el

siguiente protocolo:

Se prepara un gel de agarosa al 2%.

Se carga un volumen conocido de la muestra problema en el gel y
un marcador de DNA de diferentes diluciones y de concentracién
conocida (Phi X174/Rsal).

La intensidad de la banda de la muestra problema de DNA se
compara visualmente con la intensidad de la banda del marcador,
qgue corresponda a un tamafo equivalente. Debido a que la
concentracion del marcador es conocida, podremos establecer una
relacién entre ellas y calcular por comparacién la concentraciéon
del fragmento de interés. Como la cantidad del amplimero para la
ligacidn, debe ser equimolar a la del vector y en total unos 10 ng
de DNA (vector + amplimero), en este paso conviene calcular

cuanto amplimero hay que tratar.

Fosforilacién

Una vez conocida la concentracion del amplimero, se procede a

fosforilar el fragmento con PNK (polinucleotidil kinasa). Antes de comentar

el protocolo, es importante tener en cuenta que el volumen de la reaccién

es variable segun la concentracion del fragmento amplificado que se haya

obtenido. El protocolo que se siguié para fosforilar el amplimero fue el

siguiente:

Se agregan los siguientes reactivos a los Xul de muestra:
Buffer ligasa NEB 10X
dNTPs 0,5mM a 10X
T4 DNA pol 3u/pl
PNK 10u/pl

Se incuba a T.A por 15 min.



Se incuba a 37°C por 15 min (esta segunda incubacidn se hace a

continuaciéon de la anterior)

Inactivacioén de la fosforilacién

Para facilitar la manipulacién de la muestra, se lleva a un volumen

final de 200 pl y se diluye en EE. Para inactivar, se sigue éste

protocolo:

Se incuba la muestra a 80°C durante 15 min.

Se precipita agregando 0,1 vol de KAc 3M + 2,5 vol de Etanol +
0,5 pl glucdégeno (20 mg/ ul). Se agita fuertemente.

Se incuba durante 1 hora a -70 °C.

Se centrifuga durante 30 min a 14.000 rpm y se descarta el
sobrenadante.

Se resuspende en 7 pl de H,0 destilada.

Ligacion

Una vez inactivada la PNK, se procede a ligar el vector (pZeRO),

cortado en romo y defosforilado comercialmente, siguiendo éste protocolo:

A los 7 pul de inserto inactivado, se agregan los siguientes
reactivos:

1 pl de vector pZeRO

1 pl de buffer ligasa

1 pl de T4 ligasa (400.000 U/ml)

Se deja incubar durante 1 hora a 16 °C.

Ademads de esto, valdria la pena recordar 4 parametros que hay que

tener en cuenta a la hora de realizar una ligacion:

a)

b)

La relacion entre el plasmido y el inserto (vector/amplimero)
deberia ser equimolar, aunque una mayor concentracién del
inserto puede incrementar la eficiencia de la ligacion.

La concentracion total de DNA (vector+amplimero) en la reaccion
ha de ser alrededor de 10 ng de DNA total/ul de reaccion.

El volumen final idéneo es de 10 pl.



d) La relacién enzima/DNA es de 0,5-2 unidades de T, ligasa por 5

pmols de DNA.

Transformacién

Para poder obtener grandes cantidades del inserto de interés, es

necesario que la secuencia de DNA unida a la del vector, se introduzca en

una bacteria (transformacion bacteriana). Posteriormente, a través del

crecimiento y la reproduccion bacteriana, obtendremos cantidades ilimitadas

de nuestro fragmento. Para realizar la transformacidon, seguimos éste

protocolo:

Se utiliza el medio LB agar (Luria Bertani Medium) y se agregan
151 pl de IPTG + 250 pl de Kanamicina (50 ug/ml) (por cada 50
ml de medio).
Se colocan 15 ml de este medio para preparar la placa.
Se agregan 12,5 ul de células (TOP 10 F’) que seran
transformadas + 2 pl de 2 B-mercaptoetanol (ME) diluido (1 pl de
28 ME + 25 pl de H,0) + 2 ul del producto de ligacion.
Se incuba la mezcla durante 20 min en hielo.
Se incuba nuevamente a 37 °C durante 45 seqg.
Se incuba finalmente en hielo durante 2 min.
Se agregan 250 pl de SOC y se deja 1 hora en agitacién a 225
romy a 37°C.
Se siembran 50 ul de muestra en una placa y se incuban de forma
invertida a 37°C toda la noche.
Se comprueba la tranformacion por PCR (utilizando los cebadores
1412 sense y 2299 antisense) a partir de las colonias presentes en
la placa. La muestra que se utiliza para realizar la PCR de
comprobacién se realiza de la siguiente manera:
La colonia que se desea testar se disuelve en 25 ul de PBS
0,5%.
Se cogen 6 pl y se agregan 4 ul de H,O (vol final de 10 pl).
Se utilizan 2 pl de los 10 anteriores, para hacer la PCR.
Se verifica con la PCR (a través de un gel de agarosa), que la

bacteria tenga el inserto.



e Se seleccionan las colonias positivas y se hacen crecer en

suspension para su estudio posterior, en un medio LB (Miniprep).

Miniprep

La miniprep se realiza para preparar DNA plasmidico y consiste en
una lisis suave de la bacteria en la que se protegen la degradacién de
los acidos nucleicos por la presencia de H,O DEPC
(Dietilpirocarbonato). La calidad del DNA plasmidico obtenido por esta
aproximacion es buena y puede ser utilizado para secuenciaciones
posteriores. El protocolo que se sigue para la realizacién de la
miniprep es el siguiente:

e Se crece un minicultivo con 4 ml de medio LB suplementado con
Kanamicina + IPTG y una muestra de la colonia (de 1 a 10 pl).

e Seincuba a 37 °C durante 12-16 horas en agitacion a 225 rpm.

e Se guarda un stock de cultivo que haya crecido (800 ul de cultivo
+ 200 pul de glicerol) a —=20°C. A partir de este stock se pueden
obtener mas bacterias y por tanto mas plasmido siempre que se
desee, repitiendo los pasos anteriores.

e Se centrifugan los viales de cultivo a 1.300 rpm durante 6 min. Se
descarta el sobrenadante.

e Se resuspende el precipitado en 0,25 ml de solucién A (50 mM Tris
HCI pH=8; 50 mM EDTA pH=8; 15% sucrosa) y se agregan al
mismo momento 2 mg/ml de lisozima.

e Seincuba durante 10 min a T.A.

e Se agrega 0,25 ml de soluciéon B (50 mM Tris HCI pH=8; 50 mM
EDTA pH=8; 0,1% Tritdn X-100) + 2 pl de DEPC (25% DEPC en
etanol absoluto).

e Se agita suavemente por inversion y se deja 20 min a 70°C.

e Se incuba en hielo durante 30 min.

e Se centrifuga durante 15-20 min a 14.000 rpm y a 4°C.

e Se sacan los restos bacterianos ("moco”) que se ha formado con
un aplicador estéril. En este momento se pueden cargar de 5-10 pl
de sobrenadante en un gel de agarosa para determinar si se ha

clonado el inserto.



e Se agregan 2 vol de etanol absoluto a T.A.

e Se centrifuga durante 15 min a T.A y se descarta el sobrenadante.

e Se lava el precipitado con etanol al 70%, se descarta el
sobrenadante y se seca el precipitado en la bomba de vacio.

e Se resuspende el precipitado en 50 ul de EE y se deja 10 min a
65°C con 1 pl de RnasaA (10 pg/ml).

Secuenciacién

La reaccion de secuenciacion se hizo siguiendo este protocolo:
e Se realizan 2 reacciones de secuenciacion si se quiere evaluar la
secuencia en ambos sentidos. Se agregan los siguientes reactivos
a un tubo que contiene 20 pl de aceite:
e Cebador sense (1412) (reaccion 1) y cebador
antisense (2299)(reaccién 2) (0,5 uM) (Tabla M.1).
e 2-3 pupl TRRM (Big Dye Terminator Cycle
Sequencing v2.0 Ready Reaction).
e 200-500 ng de plasmido (6 30-90 ng amplimero)
e Completar con H,O hasta 10 pl.
¢ Ambas reacciones se colocan en el termociclador obedeciendo los
siguientes cambios de temperatura:
94° C durante 3 min.
96° C durante 30 seg.
50° C durante 4 min.
4° C durante 5 min.
Posteriormente la muestra se precipita siguiendo el protocolo de
precipitacion previamente expuesto.
El precipitado que ha sido obtenido, se trata de la siguiente manera
antes de pasarlo por el equipo de secuenciacion:
e El precipitado se resuspende en 20 pul de soluciéon de secuenciacion
TSR (Template Suspension Reagent).
e Seincuba durante 10 min a T.A para que éste se disuelva.
e Se desnaturaliza la muestra a 97°C durante 2 min.
e Se incuba inmediatamente en hielo durante 10 min para que no

renaturalice de nuevo.



En este momento, la muestra se puede pasar por el equipo de

secuenciacion.

Southern Blott

El protocolo que se siguid para realizar la transferencia fue éste:

Se incuba el gel durante 10 min en una solucién de 0,25M HCl a
T.A.

Se hacen 2 lavados con H,0 destilada.

Se sumerge el gel en una solucién desnaturalizante o base (1,5M
NaCl; 0,5 M NaOH) durante 40 min y en agitacion suave. La
solucién se cambia 2 veces.

Se realizan 2 lavados con H,0O destilada.

Se sumerge el gel en una solucion neutralizante (1M Tris HCI;
1,5M NaCl) durante 60 min y en agitacién suave. Se realizan 2
cambios de la solucion.

Se realiza una transferencia a una membrana de nylon (Hybond-
N) por capilaridad lenta (se deja incubando toda la noche). La
transferencia se realiza de forma pasiva en una cubeta, en la que
se monta un sistema de tipo sandwich de la siguiente manera: La
membrana se humedece en H,0 destilada, al igual que 3 papeles
3MM; vy luego se colocan en una soluciéon SSC 20X. Por otro lado,
2 papeles 3MM se colocan en el sistema tocando la solucién SSC
20X. El gel se coloca con los pocillos hacia abajo y la membrana
sobre él (es importante evitar las bombas de aire que se puedan
formar entre ambos). Luego, se colocan 4 papeles 3MM de 5mm
de tamafio mas grande que el gel, sobre la membrana y
finalmente se colocan varios papeles absorbentes y se deja
transfiriendo toda la noche en la misma solucidn. Este sistema lo
gue permite es el paso de liquido (SSC 20X) en direccién
ascendente, arrastrando por capilaridad (en la parte de arriba se
encuentra un papel absorbente) la muestra desde el gel (parte
inferior) a la membrana de nylon (parte superior).

Al dia siguiente, se desmonta el sistema y se marcan los pocillos

del gel (con boligrafo) sobre la membrana.



La membrana se lava con SSC 6X

La muestra se fija a la membrana en el UV-Stratalinker
(Stratagene) durante 1 min a 320 nm.

La membrana se guarda entre papels Watmann y en lugar seco

hasta su hibridacion.

Posteriormente la membrana fue hibridada con un cebador especifico
(Cebador 1412) (Tabla M.1) siguiendo el protocolo de hibridaciéon

previamente expuesto.

4.2.14. Electroforesis de acidos nucleicos

En la realizacién de este trabajo se hicieron diferentes electroforesis

con el fin de examinar el tamano de los fragmentos que habian sido

previamente amplificados, asi como también la cuantificacién y la digestién

de otros fragmentos. El protocolo general que se llevd a cabo para la

realizacion de cada una de las separaciones electroforéticas fue el siguiente:

Se pesan 2 g de agarosa (Estandar Media EEO, Bio Rad, Sigma,
USA) y se agregan 100 ml de buffer TBE 0,5X (Tris base 81 g, Ac.
Bérico 13,8 g, 4,8 g EDTA en 1 litro de H,0).

Se calienta la mezcla en el microondas, hasta que se observa la
disolucidén completa de la agarosa.

Se deja enfriar un poco y se agregan 8 pl de BrEt (10 mg/ml).

Se prepara el gel en una cubeta de metacrilato utilizando el
tamano de los peines adecuados, en funcion de las muestras que
se vayan a correr.

Se cargan 8 pl de muestra + 2 ul de buffer de carga 5X (Ficoll 400
3g, 2 ml 0,5M EDTA pH=8, Azul de Bromofenol 0,024g en 20ml
de H,0) en los diferentes pocillos, y en uno de ellos se cargan 10
Ml del marcador de tamafo molecular conocido (Phi X 174/Rsal).
Se corre el gel a 100 voltios durante 90 min.

La visualizacién de los productos amplificados se hace en un
transiluminador de luz UV, en el que los tamafos moleculares de
los productos amplificados se comparan con el marcador de

tamano molecular.



Si bien es cierto que éste fue el protocolo que se utilizé para la
mayoria de las separaciones electroforéticas, hubo ocasiones en los que se
tuvo que utilizar una agarosa de mayor resolucion (a una concentracién
superior) para poder discriminar aquellos productos amplificados que
presentaban un tamafio muy parecido. Del mismo modo, el voltaje utilizado
y el tiempo de la corrida se vieron ligeramente modificados. Las diferentes

excepciones seran comentadas a continuacion:

Elucién del amplimero a partir del gel de agarosa:

Para realizar los estandares que se emplearon en la curva de
cuantificacion tanto de MIP-18 como del gen de expresién constitutiva
GAPDH en la PCR a tiempo real, se utilizé el kit de purificacién de bandas
GFX™ PCR DNA (Amersham Pharmacia Biotech) obedeciendo al siguiente
protocolo:

e Se obtiene el amplimero de interés a partir de una amplificacién

por PCR.

e Se realiza una electroforesis en gel de agarosa al 2%, agregando
1 g de low melting Nusieve-GTG y 1 g de Agarosa Estandar Media
EEO (Ecogen, Madrid) a 100 ml de TBE buffer 0,5X.

e Se observan los amplimeros de diferentes tamafios en un
transiluminador de luz UV.

e Se corta la banda correspondiente al producto amplificado de
interés.

e Se pesa un eppendorf vacio.

e El trozo del gel que contiene la banda de interés, se introduce en
el eppendorf que ha sido pesado previamente y se pesa de nuevo
para determinar el peso neto del trozo de gel.

e Se afladen 10 pl de Capture Buffer (Solucidon que contiene acetato
y Chaotrope) por cada 10 mg de gel de agarosa.

e Se incuba a 60°C durante 5-15 min. Se hacen un par de vortex
durante el periodo de incubacién, para facilitar la disolucidn
completa de la agarosa.

e Se coloca la solucién en la columna GFX (la cual contiene una

matriz de fibra de vidrio).



e Seincuba 1 min a temperatura ambiente.

e Se centrifuga la columna durante 30 seg a 14.000 rpm y se
descarta el eluido.

e Se agregan 500 pl de Wash Buffer (10mM Tris-HCI pH= 8; 1mM
EDTA, 80% etanol) a la columna.

e Se centrifuga por 30 segundos a 14.000 rpm y se descarta
nuevamente el eluido.

e Se afaden 30-50 pl de agua autoclavada.

e Se centrifuga a 10.000 rpm durante 1 min. El eluido obtenido

(muestra purificada) se conserva a -20°C.

Gel para cuantificar el fragmento eluido

Para calcular la concentracion de un fragmento determinado,
empleamos un método de cuantificacion en gel de agarosa, obedeciendo el
siguiente protocolo:

e Se prepara un gel de agarosa al 2% (Ver protocolo general).

e Se carga un volumen conocido de la muestra problema en el gel y
un marcador de DNA de diferentes diluciones y de concentracién
conocida (Phi X174/Rsal).

e La intensidad de la banda de la muestra problema de DNA se
compara visualmente con la intensidad de la banda del marcador
que corresponda a un tamafo equivalente. Debido a que la
concentracion del marcador es conocida, podremos establecer una
relacién entre ellas y calcular por aproximacién la concentracién

del fragmento de interés.

Digestion de MIP-13 con Mspl

Al amplificar el cDNA de MIP-1B y el Estandar Interno, utilizando los
cebadores B-sense y B-antisense, se obtienen 2 productos de diferentes
tamanos (431 pb correspondiente al Estdandar Interno y 315 pb
correspondiente a MIP-1B). Al realizar la digestion de los productos
amplificados con la enzima Mspl, se generan 2 fragmentos a partir del

Estandar Interno y 3 del MIP-1a. Debido a que el locus B no se digiere (315



pb) y presenta un tamafio muy parecido a uno de los fragmentos del
Estandar Interno (290 pb), tuvimos que utilizar una agarosa de mayor
resolucion que nos permitiera separar y poder evidenciar con claridad cada
una de las bandas. La agarosa utilizada fue la High Resolution (Bio Rad) y
se prepar6 al 3,5% (3,5 g en 100 ml de buffer TBE 0,5X). El resto del
protocolo es idéntico al descrito anteriormente. El gel se corrié durante 4
horas a 100 voltios. Posteriormente, la intensidad de las diferentes bandas
fue cuantificada por densitometria utilizando el programa Quantity One de
Bio Rad.

4.2.15. ELISA para MIP-113

Para determinar la cantidad de MIP-1B producida por los PBMCs y
linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ tras su estimulacion, seguimos el
protocolo de DuoSet ELISA Development System (human MIP-1R3/CCL4) de

R&D System, como se describe a continuacién:

Preparacion de la placa

e Se agregan 100 pl del anticuerpo de captura (Ac monoclonal anti-
MIP-18)(1pg/ml) a cada uno de los 96 pocillos de la placa.

e Se deja incubar durante toda la noche a temperatura ambiente.

e Se aspira el contenido de la placa y se lava 3 veces con un buffer
de lavado (0,05% Tween 20 en PBS pH=7,2-7,4), dejando
transcurrir un breve periodo de tiempo entre cada lavado. Los
lavados consisten en la adicién del tampdn, seguida de su
eliminacion por inversion de la placa y secado por golpes fuertes

contra papeles limpios.

Blogueo

e Se afaden 300 pl de buffer de bloqueo (PBS con 1% de BSA, 5%
de sucrosa y 0,05% de NaNs) a cada uno de los pocillos.
e Seincuba a temperatura ambiente y en cdmara hiumeda por un

minimo de una hora.



Se aspira la solucién contenida en la placa y se realizan 3 lavados
con el buffer de lavado, asegurando nuevamente que no queden
residuos de solucion en la placa y siguiendo el mismo

procedimiento anterior.

Incubacién del antigeno

Se agregan 100 pl de la muestra y de los diferentes estandares
(todos por duplicado) a cada uno de los pocillos. Los estandares
son muestras precuantificadas de la quimiocina recombinante,
preparados a diluciones seriadas a partir de 1.000 pg/ml (estandar
de mayor concentracion), hasta 15,6 pg/ml (estandar de menor
concentracion). Ademas, uno de los pocillos es utilizado como
control negativo (sélo tampdn).

Se deja incubar durante 2 horas a T.A y en cdmara humeda.

Se aspira el contenido de cada uno de los pocillos y se realizan 3

lavados con el buffer de lavado de la manera habitual.

Incubacién con el anticuerpo primario

Se agregan 100 pl de anticuerpo “goat anti-human” MIP-1B3
biotinilado a una concentracion de 50 ng/ml a cada pocillo. El
anticuerpo se diluye previamente con una solucion de PBS
pH=7,2-7,4 con 1% de BSA y se filtra posteriormente con un filtro
de 0,2 um de didmetro (Millipore, Bedford, MA, USA).

Se deja incubando durante 2 horas a T.A y en cdmara humeda.
Se aspira el liquido presente en la placa y se realizan nuevamente
3 lavados con la solucién de lavado de la manera descrita

anteriormente.

Incubacién con el anticuerpo secundario

Se agregan 100 pul de Streptavidin-HRP (Estreptavidina conjugada
con horseradish-peroxidase), diluida previamente con PBS pH=

7,2-7,4 con 1% BSA (filtrado), a cada uno de los pocillos.



e Se deja incubar durante 20 min a temperatura ambiente, en
camara humeda y aislado de la luz.

e Se aspira la solucion de los pocillos y realizan 3 lavados.

Adicidén del sustrato

e Se afladen 100 pl del sustrato (una mezcla a cantidades iguales
del Color Reagent A (de H,0,) y del Color Reagent B
(Tetramethilbenzidine)) a cada uno de los pocillos.

e Se deja incubar por 20 min a T.A en camara humeda y aislado de
la luz.

e Se agregan 50 pl de la solucion de stop (Acido sulfurico) y se

valora el cambio de color producido.

e Cuantificacion

La densidad optica de la solucidén presente en cada pocillo, se
determina a través de un lector para placas de ELISA (Personal Lab,
Biochem) a una longitud de onda de 450 nm, extrapolando de la
curva de valores del estandar, la concentracidon de la muestra, de la
gue se ha obtenido una determinada lectura colorimétrica. En la
validaciéon de los resultados, se aceptan variaciones del + 15% en los
valores de D.O., respecto a los valores establecidos por los
estandares. La D.O. del control negativo, se debe restar a todos los
valores de D.O. obtenidos, tanto de las muestras como de los

estandares.

4.2.16. Estadistica

En este apartado se pretende explicar el método utilizado para
determinar las frecuencias alélicas, que se derivan del estudio de los
diferentes polimorfismos que se han evaluado (MIP-1B, CCR5 y SDF-
1), asi como también mencionar las variables a partir de las cuales se

realizé el estudio multivariante (en el que se correlacionaron los



valores de los linfocitos T CD4, T CDS8, carga viral y el polimorfismo

del locus B de MIP-18, en la poblacién de los pacientes VIH+).

Determinacién de la frecuencia alélica: Partiendo de las

variantes genotipicas, previamente calculadas para los distintos
polimorfismos evaluados en este estudio, la distribucién alélica

poblacional, se calculd de la siguiente manera:

Partiendo de: N° de muestras Homocigotas HH= X

N° de muestras Heterocigotas Hh =Y
N° de muestras Homocigotas hh = Z

N° de muestras Totales = N

La frecuencia alélica es:

o Frecuencia del Alelo H= (2X+Y ) x 100
2N
o Frecuencia del Alelo h= (2Z+Y ) x 100
2N

Estudio Estadistico: Para realizar este estudio, se utilizo el
programa SPSS para Windows, versién 9.0.1. A partir de éste, se
correlacionaron las medias, las medianas y la desviacién estandar
de cada uno de los parametros estudiados (Linfocitos T CD4+, T
CD8+, carga viral y genotipo), con las diferentes variantes
genotipicas de MIP-18 (BB, Bb y bb), tanto individualmente como
de forma general en el estudio multiparamétrico, en el que se

correlacionan los datos de todos estos parametros entre si.



5. RESULTADOS

5.1. Determinacion del Polimorfismo del locus B de MIP-1R en

distintas poblaciones.

Estudios previos de nuestro grupo detectaron, que en el locus B de la
guimiocina MIP-1B, se produce un cambio aminoacidico (A / G), localizado
en la secuencia aceptora del segundo intrén, provocando que se exprese un
lugar aceptor no-candnico para el proceso de corte y union (splicing) del
RNA mensajero, el cual, una vez traducido, provoca la pérdida de 15 pb y la
sintesis de una proteina truncada carente de 5 aa. Por otro lado, se puede
observar, que esta forma truncada va siempre acompafada por un cambio
de base Ayso®» G en la secuencia, que altera la secuencia original de la
proteina en el aminoacido 70, que pasa de ser la habitual serina del locus A,
a la glicina caracteristica del locus B. Es decir, esta delecion afecta
Unicamente al locus B y no al locus A y por tanto cabe considerar que esta
delecion por splicing diferencial es una caracteristica particular del locus B.
(Ver Introduccion).

Conociendo que el locus B del MIP-1B es codificante y capaz de
generar una proteina truncada (con 5 aminoacidos menos), nos dispusimos
a evaluar el polimorfismo de esta quimiocina y su incidencia, tanto en la
poblacion sana, como en diferentes poblaciones patoldgicas, entre las que
destacan: A) individuos con enfermedades autoinmunes, tales como
diabetes Mellitus y enfermedades tiroideas (Graves, Hashimoto, Bocio
multinodular), B) infecciones viricas, como la hepatitis C y C) la infeccidn
por el VIH (sabiendo que el MIP-1B actia como uno de los ligandos
naturales del CCR5, y que éste ha sido descrito previamente como uno de
los co-receptores principales del Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH)).

5.1.1. PCR Especificas
La técnica que empleamos en un primer intento, con el propdsito de

evaluar el polimorfismo del locus B del MIP-18 en las distintas poblaciones,

fue la PCR-SSP. Debido a que la mutacion se produce en la secuencia



aceptora del segundo intron, la zona afectada esta presente en la secuencia
del DNA gendmico del locus B y no en el mRNA procesado (cDNA). Por lo
tanto, la muestra utilizada como template en cada uno de los casos, fue
DNA gendmico.

Para amplificar las muestras, utilizamos cebadores que fueron
disefiados de forma especifica para reconocer la mutacién. De esta manera,
a partir de una simple amplificacion por PCR se podian diferenciar aquellos
individuos que presentaban el alelo polimérfico de aquellos que presentaban
la forma canonica del mismo alelo.

A partir de ahora seguiremos la siguiente nomenclatura para
diferenciar ambos alelos: alelo B es aquel que da lugar a la proteina MIP-
1Bb (forma candnica de la misma), mientras que el alelo b, es el que
produce una proteina truncada MIP-1Bt (carente de 5 aa) una vez que ha
sido procesada.

En cada una de las amplificaciones que se realizaron en este estudio,
se utilizaron 3 controles sanos de genotipo conocido (es decir, muestras
secuenciadas previamente): un homocigoto bb, un heterocigoto Bb y un
homocigoto BB.

Las imagenes obtenidas a partir de las amplificaciones realizadas con
esta pareja de cebadores, utilizando las muestras de los diferentes grupos
de individuos (sanos y afectos de diferentes patologias), se pueden
observar en la Fig. R1

Debido a que los cebadores utilizados reconocen de forma especifica
la mutacién, sélo se van a amplificar aquellos individuos portadores del
alelo b (bien sea los homocigotos bb o los heterocigotos Bb), mientras que
los sujetos de genotipo BB quedaran sin amplificarse y no daran ningun tipo
de sefal.

Ademas, se puede observar que, si bien los genotipos bb y Bb son
amplificados, la intensidad de la sefal arrojada por de cada uno de ellos es
diferente. En el caso de aquellos individuos que presentan el genotipo bb,
se produce una amplificacion mucho mas eficiente y la intensidad de la
sefal obtenida es mucho mayor (el doble aproximadamente, ya que
presenta los dos alelos bb), mientras que la sefial obtenida por los
individuos con el genotipo Bb es un poco mas débil (sélo presenta un alelo
b) (Fig R1).



La interpretacion de los resultados se hizo, mediante la comparacion
visual de las sefiales obtenidas en cada una de las amplificaciones, con
respecto a los controles, asi como también la intensidad de cada una de

ellas entre si.

Amplificacion de las muestras con cebadores especificos

bb Bb BB
Fig. R1: Amplificaciones hechas a tres individuos de diferente genotipo con
cebadores especificos para el alelo b, donde se pueden apreciar sefiales de
intensidades diferentes, en funcién de la carga alélica. El individuo homocigoto bb,
presenta el doble de la sefial, que la del individuo heterocigoto, mientras que el

sujeto portador del genotipo BB, permanece sin ser amplificado.

Debido a que la intensidad de las senales arrojadas por cada uno de
los individuos fue el Unico parametro de referencia que tuvimos para
discriminar entre un genotipo homocigoto bb, heterocigoto Bb y homocigoto
BB y que éste era relativamente impreciso en alguno de los casos [falsos
homocigotos cuando en realidad eran heterocigotos, posiblemente por la
falta de amplificacién del alelo b (falsos BB), o bien por una mayor eficiencia
en la amplificacién del alelo b (falso bb)], como para determinar a ciencia
cierta la identidad del alelo en estudio, nos vimos en la necesidad de
emplear otra técnica que nos brindara mas exactitud y precisién (como la
hibridacion), para poder definir las caracteristicas de este polimorfismo.

Sin embargo, la técnica de PCR nos serviria como control o apoyo,

para corroborar los resultados arrojados por la hibridacion.



Los resultados obtenidos por esta técnica se resumen en la Tabla R1:

Tabla R.1: Resultados del polimorfismo a través de la técnica PCR-SSP

BB Bb bb
Grupos N (%0) N (20) N (%0)
Enfermedades Tiroldeas Autoinmunes 11 68,7 1 6,3 4 25
(n=16)
Diabetes Mellitus TipoI  (n=10) 6 60 3 30 1 10
VIH + (n=56) 15 26,8 26 46,4 15 26,8
Controles Sanos (Nn=200) 140 70 23 11,5 37 18,5

Tabla R.1: Resultados arrojados por la técnica de PCR-SSP utilizando cebadores
especificos. La incidencia del polimorfismo del locus B se refleja en los diferentes

grupos de individuos estudiados, en términos absolutos y en porcentajes.

La razén por la cual aplicamos dos técnicas (PCR-SSP vy la hibridacion
post-PCR genérica) para determinar el polimorfismo del locus B del MIP-18,
se debid a que al comprobar la segregacién mendeliana de ambos alelos
(obtenidos por la primera técnica), el valor porcentual de los individuos
homocigotos bb (18,5%) era superior al de los individuos heterocigotos
(11,5%) y por lo tanto incongruente con lo esperado. Es por ello que
decidimos reconfirmar nuevamente los datos utilizando otra técnica de

mayor precisién y fiabilidad como la hibridacién.

5.1.2. Hibridacién post-PCR genérica

La incapacidad de detectar con exactitud el genotipo de los diferentes
individuos sometidos al estudio, nos llevd a elegir una técnica de mayor
precision como la hibridacién, aplicada sobre la PCR genérica, en la que
utilizamos unos cebadores especificos para el locus B, que fueron disefiados
previamente por nuestro grupo (Ashhab, 1998). En esta amplificacion el
cebador sense (401) esta dirigido hacia el exdon 2, mientras que el cebador
antisense (2299) esta dirigido hacia el exén 3.

A partir de esta amplificacion, pudimos observar que la intensidad de

la sefal obtenida, parecia bastante pobre e insuficiente, como para realizar



una buena hibridacion (Fig. R.2). Es por ello que decidimos reamplificar el

amplimero de manera de poder aumentar la intensidad de la senal.

Amplificacién de las muestras con cebadores genéricos

Fig. R.2. Muestra una sefial débil y tenue de las muestras amplificadas con los

cebadores 401 (sense) y 2299 (antisense).

Para su reamplificacién, diluimos el amplimero (1 / 500) en TE buffer
y posteriormente lo volvimos amplificar bajo las mismas condiciones
anteriores. La sefales que obtuvimos a partir de la reamplificacion, se

muestra en la Fig. R.3.

Re-amplificacion de las muestras con cebadores genéricos

Fig. R.3: Muestras de gDNA reamplificadas con cebadores genéricos vy

normalizadas las intensidades para ser hibridadas posteriormente.

Como las sefiales obtenidas por las muestras reamplificadas parecian

buenas para realizar la hibridacién, procedimos a hibridar.



Cada una de las membranas fue hibridada dos veces utilizando
sondas diferentes: la primera hibridacion la realizamos con una sonda
especifica para el polimorfismo, ya que esta reconoce de forma especifica la
base mutada (sonda para el alelo b o sonda polimorfica). Posteriormente
utilizamos una segunda sonda que hibridaba de manera especifica el alelo B
(sonda canodnica). La secuencia que presentan las sondas es exactamente la
misma; la Unica diferencia radica en la base que ha sido mutada.

En la realizacion de esta técnica también se utilizaron muestras
controles de genotipo conocido, a partir de las cuales se pudieron validar los
resultados.

La interpretacion de los resultados se hizo de forma cualitativa, al
comparar la intensidad de la sefial arrojada por los controles, con las
sefales de cada uno de los individuos sometidos al estudio.

Las imagenes obtenidas a partir de las membranas hibridadas se

muestran en la Fig. R.4.

Hibridacion de membranas con sondas para el alelob y B
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Fig. R.4: Membranas hibridadas con dos sondas diferentes. A la izquierda, la
membrana hibridada con una sonda especifica para el alelo B y a la derecha, la
misma membrana hibridada con la sonda especifica para el alelo b. Las
intensidades en ambas membranas se correlacionan. La presencia de una sefal
intensa en la figura de la izquierda, indicativa de un homocigoto BB, se
correlaciona con la ausencia de sefial en la figura de la derecha (@) . En el caso
del heterocigoto ( ), encontraremos intensidades equivalentes en las dos

membranas. Por ultimo, los homocigotos bb, daran una sefial intensa en la figura

de la derecha, mientras que en la figura de la izquierda no daran sefial ( - ).



Al hibridar la membrana con la sonda candnica se observaron tres
intensidades diferentes: la presencia de una sefial intensa correspondia al
genotipo BB, la sefial de mediana intensidad correspondia a un heterocigoto
Bb y la emisidon de una sefal tenue o ausencia de sefnal correspondia al
genotipo bb.

Estos resultados, se confirmaron a través de la hibridacion con la
sonda polimérfica. Para ello, procedimos a deshibridar la membrana vy
volver a hibridar con esta otra sonda a una temperatura diferente.

La interpretacion de los resultados se hizo igualmente de forma
visual, obteniendo las siguientes imagenes: la presencia de una sefal
intensa correspondia al genotipo bb, la senfal de intensidad media
correspondia a la forma Bb, mientras que la ausencia de sefial
corresponderia a la variante homocigota BB.

La realizacion de ambas hibridaciones en paralelo, nos sirvié para
corroborar ambos resultados entre si, ya que obviamente las senales
emitidas por las dos membranas tenian que ser coherentes entre ellas, para
poder validar un resultado. Si en la primera hibridacién se obtiene una
muestra que emite una sefal intensa, al hibridar con la segunda sonda, esta
sefial debia ser practicamente nula o sumamente débil y viceversa.
Igualmente ocurre con el caso de los individuos de genotipo heterocigoto,
en los que la hibridacion con ambas membranas provocd una sefal de
intensidad intermedia.

La hibridacion con dos sondas diferentes era reconfirmatoria y nos
permitié aumentar auin mas la precisién de los resultados obtenidos y poder
discriminar ciertamente entre las tres variantes genotipicas diferentes. Los
resultados que obtuvimos por medio de esta técnica se resumen en la Tabla
R2.

Esta tabla refleja claramente las diferencias que hay en los valores
absolutos de cada uno de los pacientes y los sujetos controles sanos, con
respecto a los resultados obtenidos por la técnica de PCR especifica (Tabla
R.1).

Si analizamos estos datos con mayor detenimiento, se puede apreciar
gue la mayor imprecision a la hora de definir un genotipo por la técnica de
PCR especifica radica en la poca diferencia que hay entre la sefal emitida

por los homocigotos bb y los heterocigotos. Si bien es cierto que los



homocigotos presentan los dos alelos polimérficos y por lo tanto el doble de
la carga, la intensidad de la sefal emitida deberia ser el doble de la que
emiten los individuos heterocigotos, ya que estos presentan soélo un alelo b
y la sefial deberia estar reducida a la mitad. Sin embargo, en la practica no

ocurre asi.

Tabla R.2: Resultados del polimorfismo a través de la técnica de hibridacion

BB Bb bb
Grupos N (%0) N (%20) N (%20)
Enfermedades Tiroideas Autoinmunes (n=16) 11 68,7 4 25,0 1 6,3
Diabetes Mellitus TipoI (n=10) 6 60,0 4 40,0 0 0
VIH + (n=56) 25 44,6 26 46,4 5 8,9
Controles Sanos (n=200) 143 71,5 48 24,0 9 4,5

Tabla R.2: La tabla muestra los datos arrojados a partir de las hibridaciones, en los
que se evidencia una diferencia clara entre los porcentajes de los pacientes VIH+,
con respecto a los controles sanos, mientras que el resto de los pacientes
mantienen una cierta correlacion con ellos. Los datos estan representados, tanto en

valores absolutos como en porcentuales.

Los resultados comparativos muestran que hubo una gran cantidad
de homocigotos bb falsos positivos, determinados por la PCR especifica,
posiblemente en consecuencia de un exceso de amplificacién del alelo b, en
el caso de los heterocigotos, que aportarian una sefial de mayor intensidad
a la esperada. Por otro lado, tampoco se puede destacar la posibilidad de
que existiera un fallo humano a la hora de interpretar los resultados y en
consecuencia una incapacidad a la hora de discriminar entre las diferentes
intensidades. Esta situacion que era de esperar, confirmaba la poca
precision de la técnica a la hora de evaluar los resultados.

El estudio del polimorfismo realizado a través de las técnicas de PCR
especifica y corregido posteriormente a través de la hibridacion, arrojo
datos interesantes y mostré diferencias realmente significativas, en cuanto
a la distribucién genotipica de los diferentes grupos con respecto a la
poblacién de individuos sanos, sobre todo en el caso de los pacientes

infectados por el VIH.



En los pacientes VIH+ se observa un aumento significativo en el
porcentaje de individuos homocigotos bb (de un 4,5% asciende a un 8,9%)
y de heterocigotos Bb (de un 24% asciende a un 46,4%) con respecto a los
controles sanos y de manera reciproca destaca el bajo porcentaje de
individuos homocigotos BB encontrados en estos pacientes, con respecto a
los controles sanos estudiados (de un 71,5% desciende a un 44,6%).

En cuanto a los resultados obtenidos a partir de los pacientes
diabéticos y tiroideos, se pudo observar que la distribuciéon de genotipos es
bastante equivalente a la de la poblacion normal. Sin embargo, ambas
poblaciones cuentan con una limitante que nos impide sacar conclusiones
definitivas en cuanto a la distribucion alélica de este polimorfismo: el escaso

numero de individuos evaluados no es estadisticamente significativo.

5.1.3. Secuenciacion post- PCR génica

Debido a la importancia que acarrea la obtencidon de estos resultados
a partir de las técnicas de PCR y de hibridacion (especialmente en los
pacientes VIH+), y sabiendo que el incremento en el nUmero de individuos
evaluados puede aumentar la significacién estadistica, decidimos aumentar
la muestra en cada uno de los grupos.

En esta oportunidad, se decidid evaluar el polimorfismo de 120
individuos mas infectados por el VIH, 10 enfermos mas con tiroiditis
autoinmunes y 13 pacientes mas con diabetes mellitus tipo I. Ademas
decidimos evaluar un nuevo grupo de individuos infectados por el virus de la
Hepatitis C.

A diferencia de la aproximacion anterior, en la cual se determiné el
polimorfismo a través de la hibridacién con sondas especificas, en esta
ocasion se utilizo la técnica de secuenciacidén nucleotidica.

A pesar de que la técnica de hibridacién es lo suficientemente
sensible, como para arrojar resultados precisos y confiables, nos dio
algunos problemas técnicos a la hora de ponerla en practica y por esta
razon decidimos cambiar de metodologia.

La secuenciacidon es una técnica de mucha mayor precisién y a través
de ella se pueden obtener resultados exactos y confiables en un periodo de

tiempo mas corto.



El gDNA de los diferentes individuos fue amplificado con cebadores
especificos para el locus B (461 sense y el 2299 antisense) vy
posteriormente la secuencia ubicada en el limite del intrén2/exén 3, fue
secuenciada utilizando un cebador especifico en sentido antisense (2124as)
(Tabla M.1).

La imagen obtenida a partir de las diferentes secuenciaciones, se

representa en la Fig. R.5.

Secuenciacion con sonda especifica para el alelo b
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Fig. R.5: Secuencia de la zona que limita el intron 2 con el exén 3 del locus B de
MIP-1B, utilizando un cebador antisense (2124). Los tres genotipos han sido
representados: A: Individuo homocigoto BB, B: Individuo heterocigoto Bb y C:
individuo homocigoto bb. La base susceptible de mutacion, ha sido encerrada en un
recuadro. El asterisco, indica la posicidon en que se produce el cambio de base A,g
G, la cual ha sido detectada en varios gDNA de diferentes individuos y que es

caracteristica del locus B de MIP-1B (Ver introduccién).

A partir de las imagenes obtenidas por las secuenciaciones, se

pueden discriminar con precision los tres genotipos.



Se puede observar claramente que los individuos portadores del
genotipo homocigoto BB, presentan un unico pico correspondiente a la
Adenina (secuencia que ha permanecido inalterada), a diferencia de los
individuos portadores del genotipo bb, (en los que hubo una mutacioén, A /
G) en los que el pico que se obtiene, corresponde a una Guanina. Por el
contrario, los individuos portadores de ambos alelos (heterocigotos),
presentan dos picos, los cuales son representativos de cada una de las
bases en cuestion.

Una vez determinados los genotipos de los diferentes grupos de
individuos, quisimos evaluar de que manera se distribuye el polimorfismo
del locus B en las diferentes patologias estudiadas, con respecto a los
controles sanos. Para ello calculamos la frecuencia alélica en cada uno de

los casos como se describe en el apartado de Sujetos y Metodologia.

Las frecuencias alélicas calculadas de cada una de las poblaciones

evaluadas se resumen en la Tabla R.3.

Tabla R.3: Frecuencias alélicas del polimorfismo del locus B del MIP-113

Frecuencia gendmica (%) Frecuencia Alélica (%6

Grupos BB Bb bb Alelo B Alelo b
Enfermedades Tiroideas Autoinmunes (n=26) 69,2 26,9 3,8 82,7 17,3
Diabetes Mellitus TipoI (n=23) 74,0 21,7 4,3 84,8 15,2
Hepatitis C (n=43) 65,1 27,9 6,9 79,1 20,9
VIH + (n=174) 51,7 39,6 8,6 71,5 28,5
Controles Sanos (Nn=200) 70 27 3 83,5 16,5

Tabla R.3: Incidencia del polimorfismo del locus B. Estudio sobre la poblaciéon de
controles sanos e individuos afectos de diferentes patologias. Se muestra también

la frecuencia de cada uno de los alelos en las diferentes poblaciones.

La distribucidn poblacional del polimorfismo del locus B de MIP-18,
nos refleja una cierta homogeneidad entre la poblacion control y las
poblaciones de pacientes tiroideos, pacientes diabéticos y pacientes VHC.

Sin embargo, no se observa lo mismo en la poblacién de individuos VIH+.



El alelo b se presenta con una mayor incidencia en la poblaciéon VIH+
con respecto a los controles sanos. Esto es debido a que hay un mayor
numero de individuos de genotipo Bb y bb distribuidos en esta poblacién,
con respecto a los controles. Los datos obtenidos reflejan claramente, que
los individuos VIH+ de genotipo bb casi triplican el nimero de controles
homocigotos bb (8,6% vs 3%). Igualmente se observa, que los individuos
heterocigotos VIH+ representan casi un 50% mas del porcentaje total de

los individuos controles heterocigotos (39,6% vs 27%).

5.1.4. Anélisis Multiparamétrico de los pacientes VIH+

A partir de este analisis se busca establecer una relaciéon entre los
valores de linfocitos T CD4+, T CD8+ y la carga viral de cada uno de los
genotipos para el polimorfismo del locus B de MIP-B, asi como también
determinar si en alguno de los grupos existe un parametro o la combinacién

de dos de ellos que pueda o puedan definir alguna poblacion.

e Analisis Multiparamétrico de los pacientes VIH+ (BB)

Analizando las tres variantes en conjunto, de los pacientes
homocigotos BB, se pudo determinar que los tres parametros muestran
correlacién estadisticamente significativa (p<0,05), como lo muestra la
Tabla R4.A. En el estudio multivariante, se observa que los niveles de
linfocitos T CD4+, es la variable que con mas potencia representa esta
poblacién, ya que explica el 66,61% de la varianza (Tabla R.4.B). Por su
parte los niveles de linfocitos T CD8+ también es un valor representativo
para esta poblacidon (21,15%) y en conjunto con los linfocitos T CD4+, son
los definen el 87,76% de este sub-grupo. Sin embargo, los valores de carga
viral de estos individuos no parecen tener mucha importancia a la hora de
definir las caracteristicas clinicas de esta poblacion. En consonancia con lo
dicho a partir de este analisis se puede determinar que en conjunto, tanto
los niveles de linfocitos T CD4+ como los de los linfocitos T CD8+ (con los
gue se correlacionan), son los que tienen mas peso (0,83 y 0,87
respectivamente) y son los que definen mejor a esta poblacién (Tabla
R.4.C).



Tabla R.4.A: Andlisis multiparamétrico de los pacientes VIH+ BB

Matriz de correlaciones

CDh4 CcDS8 CcVv
Correlacion CD4 1.000 0.623 -0.392
CDS8 0.623 1.000 -0.472
CVv -0.392 -0.472 1.000
Sig. (Unilateral) CDh4 1.000 0.000 0.000
CDS8 0.000 1.000 0.000
CVv 0.000 0.000 1.000

Tabla R.4.B: Varianza total explicada

Componente %o de la varianza % acumulado
Cbh4 66.61 66.61
CD8 21.15 87.76

Carga Viral 12.24 100.00

Tabla R.4.C: Matriz de componentes

Componente
CDh4 0.83
CDS8 0.87
Carga Viral -0.74

¢ Andlisis Multiparamétrico de los pacientes VIH+ (Bb)

Al correlacionar las variables de los pacientes VIH+ de genotipo
heterocigoto, de nuevo se pudo establecer que los niveles de los linfocitos T
CD4+ vy los T CD8+ se correlacionan de manera estadisticamente
significativa entre si (p<0,05); sin embargo, al comparar los niveles de
carga viral con cada uno de los grupos celulares, se observa que estos se
correlacionan significativamente de forma estadistica con los niveles de

linfocitos T CD4+ (p=0,047), mientras que no ocurre lo mismo con los



linfocitos T CD8+ (p=0,367) (Tabla R.5.A). Asi mismo, la Tabla R.5.B
demuestra que el 49,53% de la varianza de esta poblacion se puede definir
a través de los niveles de linfocitos T CD4+, mientras que el 34,51% es
definida por los niveles de linfocitos T CD8+. Por su parte los valores de

carga viral, son los que con menor potencia representan este grupo, ya que
definen sélo el 15,96% de la varianza.

Tabla R.5.A: Anélisis multiparamétrico de los pacientes VIH+ Bb

Matriz de correlaciones

CDh4 CDS8 CVv
Correlacion CD4 1.000 0.452 -0.220
CD8 0.452 1.000 0.045

CV -0.220 0.045 1.000

Sig. (Unilateral) CD4 1.000 0.000 0.047
CD8 0.000 1.000 0.367

CV 0.047 0.367 1.000

Tabla R.5.B: Varianza total explicada

Componente %o de la varianza % acumulado
CD4 49.53 49.53
CD8 34.51 84.04

Carga Viral 15.96 100.00

Tabla R.5.C: Matriz de componentes

Componente
CD4 0.875 -0.057
CD8 0.784 0.441
CcVv -0.323 0.915

Finalmente se pudiera comentar, que los niveles de células T CD4+
observados en los pacientes heterocigotos, constituyen el dato que tiene

mas peso dentro de esta poblacién y por tanto es el dato que mejor la



define (0,875), aunque también se observa que los niveles de linfocitos T
CD8+ tienen un peso importante (0,784) y por tanto pueden considerarse
una variable relevante a la hora de caracterizar a esta poblacion. Asi
mismo, los valores detectados de la carga viral en estos individuos,
muestran tener también peso a la hora de definir esta poblacién (-0,323),

aunque en sentido cuantitativamente opuesto (Tabla R.5.C).

e Anadlisis Multiparamétrico de los pacientes VIH+ (bb)

El analisis realizado de los pacientes VIH+ de genotipo homocigoto
bb, muestra que ninguna de las variables estudiadas refleja una correlacién
estadisticamente significativa, cuando se relaciona con las otras (p>0,05),
probablemente debido al bajo nUmero de muestras (Tabla R.6.A). A pesar
de ello se observa que los valores de los linfocitos T CD4+ son de por si, la
variable mas representativa y la que define con mas potencia a casi la
mitad de la varianza (49,53%). También se observa que los niveles de las
células T CD8+ son representativos del 34,51% de este grupo y junto con
los T CD4+, son los que definen la gran mayoria de la distribucién de datos
(84,04%). Por su parte, los niveles de carga viral, sélo son capaces de

definir el 15,96% de la varianza de esta poblacion (Tabla R.6.B).

Tabla R.6.A: Analisis multiparamétrico de los pacientes VIH+ bb

Matriz de correlaciones

CD4 CD8 cv
Correlacion CDh4 1.000 0.229 -0.224
CcD8 0.229 1.000 -0.156

CV -0.224 -0.156 1.000

Sig. (Unilateral) CDh4 1.000 0.237 0.242
CcD8 0.237 1.000 0.314

CV 0.242 0.314 1.000

Por ultimo podriamos comentar que los niveles de linfocitos T CD4+

detectados en estos pacientes, es el dato que tiene mas peso (0,73),



seguido por los valores de T CD8+ (0,66) a la hora de definir de forma
clinica las caracteristicas de esta poblacion. Curiosamente aqui, los datos de
los valores de carga viral muestran tener un importante peso, pero en
sentido cuantitativamente inverso (-0,66). Por ello deben considerarse

como una posible variable a la hora de definir esta poblacion (Tabla R.6.C).

Tabla R.6.B: Varianza total explicada

Componente % de la varianza % acumulado
CDh4 49.53 49.53
CDS8 34.51 84.04

Carga Viral 15.96 100

Tabla R.6.C: Matriz de componentes

Componente
CDh4 0.73
CD8 0.66
CVv -0.66

¢ Anadlisis Multiparamétrico de los pacientes VIH+ (BB, Bb,
bb)

A partir de este analisis ademas de confrontar los niveles de linfocitos
T CD4+, T CD8+ y carga viral, quisimos incluir también el genotipo, para
determinar de alguna forma, si éste polimorfismo se correlaciona de manera
significativa con alguna de las variables analizadas y si la presencia del alelo
polimorfico ejerce algun peso a la hora de definir la poblacién entera.

Al correlacionar entre si los datos de todos los individuos VIH+, se
observa que los valores de linfocitos T CD4+ y T CD8+ se correlacionan
muy levemente (r=0,49), al igual que la carga viral con los T CD4+ (r=-
0,293) y los T CD8+ (r=-0,211) con significancias estadisticas (p<0,05); sin
embargo, se observa que el genotipo soélo presenta niveles de correlacidén
estadisticamente significativos con los linfocitos T CD4+ del total de
pacientes VIH+ (p=0,038), aunque muy débiles (-0,150). Con las células T
CD8+ vy la carga viral no tienen correlaciones significativas estadisticamente
(p=0,135 y p=0,096 respectivamente) (Tabla R.7.A).



Por otro lado se observa que los linfocitos T CD4+, es la variable que
mejor define al conjunto de los pacientes VIH+ (43,43%). Asi mismo los
datos reflejan que los linfocitos T CD8+ y la carga viral son elementos que
definen porcentajes relativamente similares de la varianza, dentro de esta
poblacion (23,73% y 20,44% respectivamente); mientras que el genotipo
sOlo es capaz de influir como caracteristica predominante en el 12,40% de

la varianza de esta poblacién (Tabla R.7.B).

Tabla R.7.A: Analisis multiparamétrico de los pacientes VIH+ (BB, Bb, bb)

Matriz de correlaciones

CD4 CD8 Ccv GENOTIPO
Correlacién CD4 1.000 0.493 -0.293 -0.150
CD8 0.493 1.000 -0.211 -0.093
cv -0.293 -0.211 | 1.000 0.110
GENOTIPO -0.150 -0.093 | 0.110 1.000
Sig. (Unilateral) Cbh4 1.000 0.000 0.000 0.038
Tablaq-'P%B: Varianza Qoquexplicagdgoo 0.006 0.135
CcV 0.000 0.006  1.000 0.096

CompoBREN@TIRG de I1a varthB38 o6 achdddad®.096 1.000

CD4 43.43 43.43
CD8 23.73 67.17
Ccv 20.44 87.60
GENOTIPO 12.40 100

Por ultimo, el andlisis de componentes de estas cuatro variantes nos
reflejan que los valores que tienen mas peso a la hora de definir la
poblacion de pacientes VIH+ son los niveles de linfocitos T CD4+(0.820),
seguido de los linfocitos T CD8+ (0.764); mientras que los valores de carga
viral y el polimorfismo del locus B de MIP-183, presentan una menor potencia
(y ademas en sentido inverso) a la hora de definir esta poblaciéon (Tabla
R.7.C).

Tabla R.7.C: Matriz de componentes

Componente
Ch4 0.820
CD8 0.764
cv -0.598

GENOTIPO -0.352




5.2. Otros polimorfismos que intervienen en la historia natural

de la infeccién por el VIH+

5.2.1. Polimorfismo del receptor CCR5

La presencia de individuos resistentes al VIH (seronegativos a pesar
de estar altamente expuestos al virus), motivd a los investigadores a
determinar la causa de esta resistencia. Sus altos niveles de quimiocinas
(Paxton et al., 1996), junto con el hecho de que sus células no fueran
infectadas por virus de cepas M-tropicas, pero si por cepas T-tropicas,
sugirieron algun mecanismo protector relacionado con el receptor CCR5 vy
no con el CXCR4.

La deteccion de una delecion de 32 pares de bases en el receptor
CCR5 (Liu et al., 1996) observada en estos pacientes seronegativos
altamente expuestos al virus, inmediatamente se relaciondé con la
resistencia total de la enfermedad o el retraso de su progresion, al
determinar que el 33% de los individuos homocigotos (A32/A32)
permanecen sin ser infectados, a pesar del alto riesgo que asumen ante una
exposicion constante al VIH (Liu et al., 1996; Huang et al., 1996).

Dada la trascendencia de estos datos incluimos en nuestro estudio, la
valoracion del polimorfismo del receptor de quimiocinas CCR5, que fue
evaluado a partir de la amplificacion por PCR del gDNA de los individuos
VIH+. La utilizacién de cebadores especificos para detectar la mutacion en
este gen, permite discriminar los diferentes genotipos por el tamafio del
amplimero generado. Los individuos homocigotos para la forma mutada del
gen, producen un amplimero de menor tamafo (32 pares de base menos)
gue el amplimero que generaran los individuos homocigotos para la forma
wild type del gen. Sin embargo los individuos heterocigotos, muestran dos
bandas que corresponderan a cada uno de los alelos amplificados. De esta
manera a partir de un gel de electroforesis, se podran discriminar cada una
de las variantes alélicas para este polimorfismo.

A partir de las amplificaciones de PCR realizadas a cada uno de los
pacientes VIH+ se pudo determinar la frecuencia alélica del polimorfismo de

nuestra poblacion (Ver Tabla R.8).



Tabla R.8: Frecuencias alélicas del polimorfismo de CCR5

Frecuencia genémica (20) Frecuencia Alélica (%26)
Grupos CCR5+/+ CCR5+/232 232/232 Alelo CCR5+/+ Alelo 232
VIH + (n=138) 88,4 (n=122) 11,6 (n=16) 0 94,2 5,8
VIH+ BB 61,5 (n=75) 43,8 (n=7) 0 95,7 4,3
VIH+ Bb 34,4 (n=42) 56,2 (n=9) 0 91,2 8,8
VIH+ bb 4,1 (n=5) 0 0 100 o

Tabla R.8: La tabla resume los valores de la frecuencia gendmica y la frecuencia
alélica del polimorfismo del gen CCR5 de los individuos VIH+. Igualmente se
relaciona este polimorfismo en base al del locus B de MIP-18 de los mismos

individuos VIH+, tanto en términos absolutos como porcentuales.

Las frecuencias alélicas obtenidas a partir de este estudio, se
correlacionan con las que se han reportado para este grupo étnico
(caucasicos y europeos), que se corresponden con un 86-96% para el alelo
CCR5+/+ y de un 4,4-14% para el alelo CCR5A32 (Martinson et al., 1997),
asi como también a las frecuencias alélicas que se deducen de un estudio de
pacientes VIH+ espafnoles (Martinez C., 2001), donde el alelo CCR5+/+
representa un 90,9%, mientras que el alelo CCR5A32 representa el 9%. No
se encuentran homocigotos A32 por su potencial capacidad de resistencia,
ademas de su baja frecuencia tedrica (0,36%).

Ademas de esto, quisimos correlacionar el polimorfismo de MIP-183
con el del receptor CCR5, comparando cada una de las variantes genotipicas
del gen CCR5 con las de MIP-1B. Los resultados obtenidos indican que no
hay ninguna diferencia en cuanto a la distribuciéon de los alelos CCR5+/+ y
CCR5+/A32 en los diferentes genotipos de MIP-1B, respecto a los datos de
distribucién que se han reportado hasta ahora en la bibliografia. Sin
embargo a pesar de esto, se puede observar que el mayor porcentaje de los
pacientes heterocigotos para CCR5, presentan un genotipo Bb para MIP-1B3
(56,2%), en comparacion con un 43,8% que es de genotipo BB. Asi mismo,
estos datos explican las diferentes frecuencias alélicas en que CCR5+/A32
se distribuye dentro del grupo de pacientes VIH+Bb (8,8%) con relacion a

la que se reporta para los homocigotos BB (4,3%).



5.2.2. Polimorfismo de la quimiocina SDF-1

La quimiocina SDF-1 (Stromal Cell Factor -1), ligando natural de
CXCR4 (uno de los correceptores del VIH+), presenta una alteracion
genética a nivel de la variante beta. Esta alteracién, se produce por una
mutacién a nivel de la regién 3’, donde se cambia una guanina por una
adenina. Esta nueva secuencia alterada no se encuentra en la region
codificante de la proteina, por lo que se le denomina regién 3 "no traducida.

Se ha visto que esta mutacion no presenta un efecto protector hacia
la infeccidon; sin embargo si que se ha observado que aporta ciertos
beneficios en el retraso de la aparicion de la enfermedad, sobre todo en los
homocigotos para esta variante gendmica, ya que los heterocigotos y los
homocigotos habituales no ven influenciada significativamente su evolucién.
De nuevo, dada la trascendencia de estos datos evaluamos el polimorfismo
de la quimiocina SDF-1, en nuestro grupo de pacientes VIH+.

Para ello, a partir de la amplificacién por PCR y posterior digestiéon del
amplimero con la enzima Mspl, se distinguieron cada una de las variantes
alélicas en funcién de los tamanos del transcrito amplificado tras la
digestion con la enzima. Debido a que la secuencia que reconoce la enzima
de restriccidn, se altera en la variante SDF-1 3'A, ésta enzima sera capaz de
digerir el amplimero de los individuos con la forma wild type, produciendo
dos bandas de diferente tamafio, mientras que en los individuos con algun
alelo para la forma SDF-1 3'A no se producira la digestién del transcrito
amplificado (por la mutacion que se ha generado a este nivel). Esto
provocara que la enzima no reconozca dicha secuencia y no sea capaz de
digerir el fragmento, manteniendo inalterado el tamafo del transcrito que
ha sido inicialmente amplificado. Paralelamente, en los los individuos
heterocigotos, se generaran tres bandas de diferentes tamanos: una se
corresponde con la presencia del alelo SDF-1 3’A (la que se mantiene sin
digerir), mientras que las otras dos, de menor tamafio, se corresponden con
la presencia del alelo SDF-1+/+ que ha sido digerido por la enzima. De esta
manera, aplicando la técnica de PCR y la posterior digestién con la enzima
Mspl, se pudo definir en un gel de electroforesis el polimorfismo de la

guimiocina SDF-1 en la poblacién de VIH+.



Aplicando esta metodologia, las frecuencias gendmicas y las
frecuencias alélicas de estos individuos fueron calculadas (de la manera
como se decribe en el apartado de Estadistica de la seccidon de Sujetos vy
Metodologia) , obteniendo los resultados que se resumen en la Tabla R.9.

Los resultados obtenidos a partir de este estudio, demuestran que
existe una correlacion entre las frecuencias en que los alelos SDF-1+/+ vy
SDF-1 3’A se distribuyen en esta poblacién y los que se han reportado para
éste grupo ético (caucasicos, hispanicos y asiaticos) en la bibliografia, que
se corresponden con un 79% para el alelo SDF-1+/+ y de un 16-26% para
el alelo SDF-1 3'A (O'Brien et al., 1998; Winkler et al., 1998). No se
encuentran homocigotos SDF-1 3’A, probablemente por su capacidad de

resistencia, ademas de su baja frecuencia.

Tabla R.9: Frecuencias alélicas del polimorfismo de SDF-1

Frecuencia genémica (%6) Frecuencia Alélica (%0)

Grupos SDF-1+/+ SD:':IT/ 3,55/':?:,1A Alelo SDF-1+/+ Alelo SDF-1 3" A
VIH + (n=155) 71 (n=110) 29 (n=45) 0 (n=0) 85,5 14,5
VIH+ BB 55,5 (n=61) 48,9 (n=22) 0 86,7 13,2
VIH+ Bb 38,1 (n=42) 40,0 (n=18) 0 85,0 15,0
VIH+ bb 6,4 (n=7) 11,1 (n=5) 0 79,2 20,8

Tabla R.9: La tabla muestra las frecuencias gendomicas y las frecuencias alélicas
del polimorfismo de la quimiocina SDF-1 de los individuos VIH+, calculadas a partir
de los datos arrojados por la amplificacion del gDNA y posterior digestion del
transcrito obtenido con la enzima Mspl. Igualmente se relaciona el polimorfismo de
SDF-1 en base al del locus B de MIP-B de los pacientes VIH+, expresado tanto en

valores absolutos como porcentuales.

Por otro lado quisimos estudiar la relacion entre el polimorfismo
descrito para SDF-1 y el descrito para el locus B de MIP-1B (Tabla R.9).
Para ello evaluamos la frecuencia en que se distribuye cada una de las
variantes de SDF-1 (SDF-1+/+ y SDF-1 3’A), en cada una de las variantes
gendmicas de MIP-1B3 (BB, Bb y bb). Los resultados obtenidos demuestran,
que la frecuencia en que el alelo SDF-1 3’A se distribuye dentro del grupo
VIH+ BB (13,2%), VIH+ Bb (15,0%) y el total de la poblacion VIH+
(14,5%) es menor a la que se describe en la literatura (16-26%); sin



embargo a diferencia de los anteriores, los pacientes VIH+de genotipo bb si
que presentan una distribucién normal de este alelo (20,8%). Asi mismo se
observa, que dentro de nuestro grupo de pacientes VIH+, la frecuencia en
que el alelo SDF-1 3’A se encuentra dentro de los individuos homocigotos

bb, es mayor a la de los homocigotos BB y heterocigotos.

5.3. Disefio de un estandar interno que permita el estudio de
expresion diferencial de los loci A y B de las quimiocinas MIP-1a y
MIP-103.

La importancia de estudiar el mecanismo de expresién y de
regulacion de ambos loci para las quimiocinas MIP-1a. y MIP-1B se
fundamenta en que éstas, por medio de su expresion, pueden definir la
localizacién y la composicién del infiltrado leucocitario (principalmente
monocitos y linfocitos) (Baggiolini et al, 1994), regulando potencialmente el
funcionamiento del sistema inmune (Sallusto et al, 1999) y de los 6rganos
linfoides en situaciones fisiolégicas y patoldgicas (Ashhab et al, 2001).

Por otro lado, valdria la pena recordar que, MIP-1B es uno de los
ligandos naturales de CCR5, uno de los correceptores del VIH-1. El uso de
este receptor, implica que MIP-1B, junto con RANTES y MIP-1a, pueden
considerarse factores supresores principales de la entrada del VIH-1 en la
célula diana. Teniendo en cuenta este hallazgo y conocedores del
polimorfismo del locus B de MIP-1B, nos propusimos definir las diferencias
en los patrones de expresion de las tres variantes de esta quimiocina, ya
que estas variantes potencialmente pueden explicar comportamientos
funcionales distintos y de alguna manera, la influencia de este polimorfismo
en la historia natural de distisntas patologias, entre ellas la infeccién por el
VIH.

Para determinar los niveles de expresién de los loci A y B, de las
guimiocinas MIP-1a y MIP-1B, disefiamos un Estandar Interno que permite
controlar el proceso de amplificacion, en una RT-PCR competitiva,
discriminando cada uno de los loci de interés, a través de la digestion del
amplimero y del estdndar con una endonucleasa de restriccion. Esta
aproximacion experimental se ha desarrollado para cuantificar los mRNA de
los loci A y B tanto de MIP-1B8 como de MIP-1a.



5.3.1. Generacidon de un Estandar Interno que controla la RT-

PCR y coamplifica con el cDNA de MIP-1a y MIP-103.

Como se ha comentado anteriormente, para determinar las
diferencias de expresién a nivel cuantitativo de los loci A y B, de las
guimiocinas MIP-1B y MIP-1B8, nos vimos en la necesidad de disefiar un
Estandar Interno, que controlara el proceso de amplificacién y de digestion

de ambos loci (Fig. R.6)

Esquema del Estandar Interno

IEI2
Nsil 77b
B-asx 9b
o 25b
Mspl LR 200 2> °
oS 1
Bs 20It1319b
BarH| 8b24b
IEI1 71b Gen Insulina 339 pb

IEl1; CGGGATCC OGCAACTTTGT GGTAGATTACTAT TTCOGTCACCTGCTCAGAAT TGGAGATGGGTGGGAGTGT
BarHl B-sense o-Eense ILB

IEI2: CCAATGCAT AAATAATGGAAATGA CACCTAATAC GAAGAGG TAGCTGTGGAGGTCAC AGGGCTTTATTCCATCTCTC
NE] B-artisense o-artisanse ILP

Fig. R.6: Esquema del Estandar Interno utilizado en la RT-PCR. La linea gruesa
representa el amplimero de la insulina con el punto de corte para la enzima Mspl.
Las lineas mas finas representan los cebadores hibridos IEI1 e IEI2, cuya
secuencia especifica se describe en la parte inferior. Estos cebadores contienen la
secuencia de los cebadores sense y anti-sense de la insulina, MIP-1a, MIP-1B vy las
dianas de restriccion BamH1 y NsIl. Las abreviaturas b y pb, se refieren a las
longitudes de las diversas regiones expresadas en bases y pares de bases

respectivamente.

Este estandar se obtuvo a partir de la amplificacién de un gen no

relacionado (la insulina), utilizando cebadores hibridos, los cuales



generarian un producto amplificado con dos caracteristicas importantes: Por
un lado, el peso molecular de este amplimero es distinto al de los
amplimeros que queremos evaluar (este hecho es un elemento clave en la
diferenciacion por tamafio de los diferentes cDNAs generados en la reaccién
de amplificacion) y por otro lado, sus extremos contienen las secuencias de
los cebadores que se pretenden utilizar, en la amplificacién del cDNA tanto
de MIP-1a como de MIP-18.

En la seleccidon del gen de partida, optamos por una secuencia 3’ no-
traducida del ultimo intron del gen de la insulina, ya que el hecho de utilizar
un intrén de un gen tejido especifico, de alguna manera nos garantizaba no
encontrar interacciones competitivas con el cDNA sintetizado. Ademas el
amplimero presenta en su interior la secuencia palindrémica reconocida por
la enzima de restriccion Mspl (CCGG), la cual actia como diana de
restriccion y elemento de control fundamental en la diferenciacidon del locus
A y B de estas quimiocinas genéticamente relacionadas.

Luego de realizar la amplificacién por PCR, decidimos clonar el
producto obtenido (448 pb) en un vector eucariota (pZero) para poder
disponer de wun Estandar Interno homogéneo, con una secuencia
nucleotidica controlada por secuenciacion automatica. De esta manera, el
Estandar Interno, una vez crecido en bacterias con el plasmido
recombinante y purificado después de su liberacion con enzimas de
restriccion (BamH1 o NsI) nos sirve como control precuantificado en
nuestras amplificaciones. Esta estrategia ha resultado atil a la hora de
disponer de cantidades ilimitadas de un Estandar Interno que compite en la
amplificacion tanto de MIP-1a como de MIP-18.

Al coamplificar el cDNA de MIP-1a y MIP-1B con el estandar interno,
se obtiene la imagen que se muestra en la Fig. R.7.

En el caso de MIP-1a (Fig. R.7.A), al realizar la RT-PCR competitiva
utilizando los cebadores a-sense y a-antisense, se generan dos productos
amplificados que pueden ser facilmente distinguibles a través de la
electroforesis en gel de agarosa, por sus diferentes pesos moleculares, ya
gue el transcrito del gen en estudio, rinde un producto de 404 pb (en el
caso del locus A) y 407 pb (en el caso del locus B); mientras que el
producto amplificado que se genera a partir del Estandar Interno, es de 382

pb (de menor peso molecular).



En el caso de MIP-1B, cuando realizamos la RT-PCR competitiva
utilizando los cebadores especificos para MIP-18 (B-sense y B-antisense), el
producto amplificado que se obtiene a partir del Estandar Interno, es de
mayor peso molecular (431 pb) que el transcrito de MIP-18 (315 pb, tanto

para el locus A, como para el locus B), como refleja la Fig. R.7.B

Coamplificacion del EI con MIP-1a y MIP-113

A.- Co-amplificaci—rde E.I. ( » ) y MIP-1a. (=).

_ ) E.l E.l E.l A1 _
PhiX174 103 103 104 PhiX174

cDNA B _ RF/Rsal

RF/Rsal

B.- Co-amplificaci—rde E.I. ( » ) y MIP-18 (» ).

Fig R.7: Comparacion de las coamplificaciones del EI con MIP-1a o MIP-1B de la
linea celular U-937 estimulada. A) Muestra la coamplificacion del EI y el cDNA de
MIP-1a, en el que la banda superior corresponde al amplimero de MIP-1a (404 pb);
mientras que la banda inferior corresponde al amplimero del EI (382 pb). B)
Muestra la coamplificacién del EI y el cDNA de MIP-1B, donde la banda superior
corresponde al amplimero del EI (431 pb), mientras que la banda de menor tamafio
corresponde al amplimero del cDNA de MIP-18 (315 pb).



Estos resultados y un sinfin de experimentos posteriores, demuestra
gue el estandar interno es perfectamente coamplificable con los cDNAs de
ambas quimiocinas y facilmente distinguible de cada una de ellas en gel de

agarosa, por las diferencias de los pesos moleculares.

5.3.2. Cuantificacion en numero de copias del gen de interés a

partir de la PCR competitiva

Para determinar si existe alguna diferencia de expresion a nivel del
mRNA y de regulacién de los loci de las quimiocinas MIP-1a y MIP-18 tras la
induccién con diferentes estimulos, utilizamos este sistema que nos
permite evaluar, ademdas de las diferencias relativas que pudiera
presentar cada locus, las variaciones en términos absolutos. Para ello,
cuantificamos primero cada situacidon, y luego mediante la digestion con
Mspl, determinamos la proporcién en que cada uno de estos loci se expresa
y su participacién en el proceso de sintesis de la proteina.

El Estandar Interno, como hemos dicho y demostrado, ademas de
controlar el proceso de amplificacién, por medio de la PCR competitiva, nos
permite realizar la cuantificacion del cDNA de interés (MIP-1a y MIP-1B) en
numero de copias iniciales.

La manera de determinar la concentracion inicial de los genes en
estudio, se hace a través de la comparacion del nimero de copias que la
PCR amplifica, a partir de cantidades conocidas del Estandar Interno, con
respecto al gen de interés.

Una vez realizada la densitometria de las diferentes bandas que se
producen tras la amplificacién, y haber determinado la intensidad de cada
una de ellas, se relacionan por extrapolacion de los estandares
precuantificados, los valores obtenidos de las muestras problema. A partir
de esta relacion se puede cuantificar la cantidad inicial del gen de interés.

Como ejemplo mostramos los estudios hechos con cDNAs de la linea
U-937, previamente normalizados para la enzima de expresion celular
constitutiva  (house-keeping gene) GAPDH (Glutaraldheido-fosfato-
deshidrogenasa), con los cebadores especificos para MIP-1B. La Fig. R.8.A,

muestra una electroforesis en gel de agarosa, donde se observan los



amplimeros de MIP-1B, generados a partir de los cDNAs de la linea U-937,
utilizando los cebadores B-sense y B-antisense.

Los amplimeros correspondientes al Estandar Interno, ademas de
presentar un peso molecular mayor, hecho que permite una clara
diferenciacion, se generan a partir de concentraciones iniciales conocidas
(10°, 10* y 10° ndimero de copias respectivamente).

A partir de las intensidades obtenidas por densitometria de cada una
de las bandas del Estandar Interno, se grafica de manera logaritmica el
numero de copias iniciales, respecto a las densidades O6pticas de sus
amplimeros resueltos electroforéticamente. De esta forma, teniendo en
cuenta el valor densitométrico de los amplimeros de la muestra problema,
podemos calcular su concentracién, al extrapolar el nimero de copias
iniciales (Ver Fig.R.8.B).

Cuantificacion de la reaccion competitiva

40000, 4 7
30000 + N X

N
20000 T \
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10° 10* 108

Fig. R.8: Cuantificacion de la reaccién competitiva. A) Electroforesis en gel de
agarosa de una coamplificacién del EI a concentraciones decrecientes (10°, 10%,
10%) y de MIP-1B correspondiente al cDNA de la linea U-937 estimulada (cantidad
fija). B) Grafica lineal de la amplificacidn, donde se cuantifica la cantidad de MIP-183
total a través de una extrapolacién. Para ello, se grafican (de manera logaritmica)
la copias iniciales del EI respecto a las densidades opticas de los amplimeros
correspondientes (unidades arbitrarias) evaluados por densitometria. A partir de
esta relacion, el nimero de copias iniciales de la muestra problema se determinara

extrapolando el valor densitométrico del cDNA en la recta.



Es asi, como a partir de la implementacion de este sistema es
realmente facil y practico determinar cuantitativamente la expresidon de

ambas quimiocinas tras la estimulacién con diferentes inductores.

5.3.3. El Estandar Interno actiua como control de la digestion

utilizando la enzima de restriccion Mspl.

El protocolo de coamplificacion que hemos descrito anteriormente,
ademas de controlar el proceso de amplificacion, nos permite determinar el
nivel de expresion de los loci A y B, tanto de MIP-1a como de MIP-1B, a
través de la digestion con la enzima de restriccién Mspl.

El hecho de que el Estandar Interno genere un producto de
amplificacion que contiene la secuencia diana para la enzima Mspl (CCGG),
nos permite monitorizar la reaccién, ya que a partir de la digestién de este
amplimero, se generan dos fragmentos de diferente tamafio molecular,
facilmente distinguible (Tabla R.10).

En el caso de MIP-1a, al coamplificar el cDNA de la linea U-937 vy el
Estandar Interno, utilizando los cebadores o-sense y o-antisense, se
generan dos amplimeros de diferente tamafio por parte de MIP-1a (404 pb
correspondiente al locus A y 407 pb correspondientes al locus B), mientras
que el Estandar Interno, genera un fragmento de menor tamano (382 pb).
Sin embargo, luego de realizar la digestidon con la enzima Mspl, debido que
el amplimero generado por el locus A de MIP-1a presenta la secuencia de
restriccion CCGG repetida 3 veces, se obtienen 4 fragmentos de diferente
tamafo (176, 138, 62 y 28 pb respectivamente), a diferencia del locus B,
gue sélo generara dos fragmentos (231 y 176 pb), ya que esta secuencia se
encuentra sdlo una vez. Por parte del Estandar Interno, la digestidon provoca
la liberacidn de dos fragmentos de diferente tamafio (265 y 117 pb), que
son perfectamente distinguibles de la longitud del resto de los fragmentos
generados (los correspondientes a MIP-1a.).

En cuanto a MIP-18, al coamplificar el cDNA de la linea U-937 y el
Estandar Interno, utilizando los cebadores B-sense y B-antisense, el
producto que se obtiene a partir del Estandar Interno es de mayor peso
molecular (431 pb) que el generado por MIP-1B8 (315 pb). Posteriormente,

al digerir ambos productos con la enzima Mspl, el Estandar Interno



generara dos fragmentos de diferente tamano (290 y 141 pb), mientras que
MIP-1B generara tres: dos que corresponden al locus A (190 y 126 pb) y
uno que corresponde al locus B (315 pb). El locus B se mantiene inalterable
como una Unica banda, ya que su producto amplificado no contiene la
secuencia de restriccion CCGG y la enzima no puede digerirlo, conservando

de esta manera su tamafo original.

Tabla R.10: Longitud (en pb) de los productos de amplificacion y de
los fragmentos de restriccion tras RT-AFLP para MIP-1 ay MIP-113

MIP-1 a MIP-113
Digestion con Mspl - + - +
Moldes para PCR
265 290
El 382 431
117 141
176 (A) 190 (A)
404 (A) 138 (A) 315 (A)
62 (A) 126 (A)
cDNA 28 (A)
231 (B)
407 (B) 315 (B) | 315
176 (B)

Tabla R.10: La tabla muestra los pesos moleculares (en pares de base) de los
amplimeros producidos tras la amplificacion del EI y el cDNA de las quimiocinas
MIP-1a. y MIP-1B con cebadores especificos para cada una de ellas. También se
muestran los diferentes fragmentos generados tras la digestion de estos
amplimeros, con la enzima Mspl, denotando entre paréntesis los transcritos de

diferente tamafio que se producen a partir del locus A (A) y del locus B (B).

De hecho, es en el estudio de MIP-18 donde se demuestra la mayor
utilidad del Estandar Interno como control de la digestidon con Mspl, ya que
se torna imprescindible valorar el nivel de digestién parcial de la misma.

Este nivel de digestién parcial, calculado como porcentaje de la densidad



restante de |la banda de 431 pb respecto a la de 290 pb ponderada por 1,48
(relacion entre las 431 pb y las 290 pb de ambas bandas), nos permite
reevaluar con un nivel mayor de precisién, la cuantificacién densitométrica
del locus B, evitando que se sobrevalore su expresion por la proporcion de
locus A no digerido y a su vez la del locus A que si no, se veria subvalorado
(Fig. R.9).

Digestion del Estandar Interno y MIP-118 con Mspl

No Digerido
Digerido con Mspl

?

Il Anriie R 21 E nhY

b

0

<«— Fragmento 1 Locus A (190 pb)
4_
4_

Fig. R.9: Discriminacién de las isoformas de MIP-1B. La figura muestra la
resolucién electroforética de la digestion del locus A de la quimiocina y del EI,
utilizando la enzima de restriccion Mspl, en comparacién con las mismas muestras
sin digerir. El carril izquierdo muestra dos bandas de diferente peso molecular, que
se corresponden a los amplimeros del EI y de MIP-1B8 sin digerir. La banda de
mayor tamafo (431 pb) corresponde al EI, mientras que la banda inferior (315 pb),
corresponde al MIP-1B. El carril de la derecha, muestra la digestion de ambos
amplimeros con la enzima Mspl, a partir de la cual, se generan 5 fragmentos de
diferente tamafio molecular de los cuales, 2 bandas corresponden a la digestion del
locus A de MIP-1B (190 y 126 pb), 2 corresponden al EI (290 y 141 pb) y una
banda al cDNA del locus B que no ha sido digerido y que conserva su tamafo inicial
(315 pb). Asi mismo, se sefialan los restos de EI que permanecen sin ser digeridos,

por falta de digestidon de la enzima (digestion parcial).



5.3.4. Uso de la RT-AFLP para evaluar la expresidon génica de
MIP-1a y MIP-103.

Para determinar las posibles diferencias que pudieran existir, a nivel
de la regulacién y de la expresidon de los mRNAs tanto del locus A como del
locus B de las quimiocinas MIP-1a y MIP-1B, decidimos emplear la
metodologia anteriormente expuesta de coamplificacion del cDNA del gen
de interés junto con un Estandar Interno, y la digestion sucesiva de ambos
fragmentos. De esta manera, a partir de los diferentes fragmentos
generados por la digestion con la enzima Mspl, se cuantifica
densitométricamente la intensidad de cada una de las bandas obtenidas.

Debido a que la concentracion inicial del Estandar Interno es
conocida, se pueden estimar de forma semi-cuantitativa el numero de
copias transcritas por el locus A o el locus B de ambas quimiocinas al
extrapolar la intensidad de cada una de las bandas con el niumero de copias
del Estandar Interno. La informacion obtenida a través de esta metodologia,
es sumamente valiosa, ya que obtendremos de una forma muy exacta, la
proporcidon en que cada uno de los loci contribuye a que se sintetice
determinada quimiocina.

El principio sobre el cual se ha disefiado esta metodologia, la hace
cien por ciento aplicable tanto para MIP-1a como para MIP-1B; sin embargo
los experimentos que hemos realizado en este trabajo, sélo se refieren a
MIP-18.

En este estudio, evaluamos las posibles diferencias de expresion y de
regulacion de los mRNAs tanto del locus A como del locus B del MIP-18,
para la linea mielomonocitica U-937, luego de haberla estimulado con LPS,
Ionomicina y PMA durantes 3, 6 y 24 horas (Fig R.10.A). Una vez calculada
la intensidad de cada una de las bandas por densitometria y tras haber
analizado y ponderado los resultados, se determind la manera en que cada
uno de los estimulos contribuye a inducir la expresién de cada locus de MIP-
1B. Las diferencias de expresién obtenidas, se pueden observar en la
Fig.R.10.B.
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Fig.R.10: Analisis semicuantitativo de los loci de MIP-1B, tras la estimulacion de células U-
937. A) Imagen electroforética de la cinética (situacidon basal, 3 h, 6 h y 24 h post-estimulo)
de induccién de la expresion de ambos loci tras la estimulacién con LPS, PMA e Ionomicina.
Asi mismo se muestra la digestion (+) y la no digestion (-) con la enzima Mspl en cada uno
de los casos y la normalizacién previa de cada una de las muestras con GAPDH (imagen
inferior) B) Cuantificaciones normalizadas de la expresiéon de MIP-1B tanto del locus A (lado
izquierdo) como del locus B (lado derecho) tras las estimulaciones con LPS, PMA e
Tonomicina.



En el locus A, el LPS consigue su pico de induccion maxima a las 3
horas, mientras que el PMA lo consigue a las 24 horas. Por su parte la
ionomicina no parece influenciar de manera significativa la expresién del
locus A, ya que los valores se mantienen inalterados durante todo el periodo
de estimulacion.

En cuanto al locus B, tanto la Ionomicina como el LPS, consiguen los
niveles de expresion maximos a las 6 horas (siendo la ionomicina la que
induce una mayor expresion), mientras que el PMA parece no inducir de
ninguna manera al locus B.

Ademas de los analisis individuales de cada locus, habria que realizar
uno comparativo en el que se observa, que si bien el PMA es el que
consigue generar una expresién maxima del locus A, en el locus B no ejerce
ningun efecto aparente. Lo contrario sucede con la ionomicina, la cual
ejerce una induccion maxima del locus B a las 6 horas, mientras que en el
locus A, no parece tener ningun efecto. Estas diferencias claras nos han
permitido demostrar que los estimulos inductores actian de manera
diferente y con cinéticas muy distintas sobre el locus A y el locus B de MIP-
1B, lo cual implica diferencias a nivel de sus promotores, que hasta ahora

no han sido estudiadas de forma comparativa.

5.3.5. Comparaciéon de las cinéticas del Estandar Interno con
respecto a los cDNAs de MIP-13 en la reaccién de amplificacién por

rt-PCR.

La metodologia que se ha descrito anteriormente, a partir de la cual
se puede valorar de forma semi-cuantitativa, la expresion de los loci del gen
de interés, utilizando un Estandar Interno precuantificado y la digestidon
posterior con la ezima Mspl es totalmente valida y fiable, aunque no del
todo precisa (el Estandar Interno es de distinto peso molecular, lo que
conceptualmente puede hacer que su eficiencia de amplificacion sea
radicalmente distinta a la del gen de interés coamplificado). Sin embargo,
gracias a los adelantos técnicos de los Ultimos afios, es posible realizar una
cuantificacion mas ajustada, utilizando la técnica de RT-PCR a tiempo real
con SYBR Green. Esta es una técnica que cuenta con una alta

reproductibilidad y precisién, ademas de permitir una reduccién en el



tiempo del estudio (como minimo elimina el estudio electroforético post-
amplificacion).

La RT-PCR a tiempo real, ademas de cuantificar de manera rapida y
precisa, cuenta con una caracteristica sumamente importante, que es la
monitorizacién continua durante el proceso de amplificacién a través de un
fluorocromo intercalante (SYBER Green). Este fluorocromo emite una sefal
de fluorescencia en cada uno de los ciclos de amplificacion, lo cual nos
permite evidenciar la cantidad de producto que se va generando a lo largo
del tiempo. Tomando en cuenta esta caracteristica y suponiendo que el
comportamiento del Estandar Interno es equiparable al del gen en estudio,

elegimos esta técnica para corroborarlo (Fig. R.11).

Cinéticas de amplificacion del EI y MIP-13 por rt-PCR

Fluorescance (F1)

Cycle Number

Fig. R.11: Comparacion de las cinéticas de amplificacion del Estandar Interno con
relacion al cDNA del MIP-1B. Se muestran las curvas obtenidas por rt-PCR (PCR a
tiempo real). Las curvas obtenidas corresponden a las amplificaciones de las
diluciones seriadas del Estandar Interno (107 y 10° copias) y de los amplimeros pre-
cuantificados de MIP-1B (107, 10°y 10° copias).



Para ello comparamos las cinéticas de amplificacién de los cDNAs del
gen de interés con respecto a los del Estandar Interno, amplificando
simultdneamente los transcritos de MIP-183, previamente cuantificados y de
diluciones seriadas (107, 10% y 10’ copias respectivamente), junto con los
amplimeros del Estandar interno de concentraciones iniciales conocidas (10’
y 10° copias). La amplificacion se realizé utilizando cebadores B-sense y B-
antisense.

Como se observa en la Fig.R.11, aunque las curvas de ampificacidon
del Estandar Interno no son idénticas a las del cDNA de MIP-1 B; si se
puede asumir que son equiparables, en especial las pendientes que indican
una eficiencia en la amplificacion también equivalente (nUmero de
moléculas amplificadas). Por otra parte, este estudio mostré que en el
rango comprendido entre 10’ y 10° copias iniciales, es donde se produce
una mayor semejanza en la cinética de las curvas, ya que a medida que
disminuimos la concentracién inicial, la disparidad entre ellas se hace mas
notable.

A partir de las imagenes obtenidas por esta amplificacién, concluimos
gque el Estandar Interno, puede considerarse una aproximaciéon
metodoldgica en la determinacion semicuantitativa de la expresion de los

loci del gen de interés.

5.4. Estudio de la expresiéon de los loci Ay B de MIP-113 luego

de la estimulacién con IL-2 y PHA.

Como se ha comentado anteriormente, MIP-1B8 es una quimiocina
que, al igual que MIP-1a y RANTES, ejerce un efecto anti-viral y de alguna
manera protector frente a la infeccién por el VIH. Este efecto protector
depende principalmente de la sintesis de MIP-1B por los linfocitos T CD8+.

Conocedores de la existencia de dos loci génicos (locus A y locus B)
que codifican para MIP-1B y del papel de uno de ellos (locus B) en definir un
polimorfismo para esta quimiocina (Ashhab, et al., 1998), nos planteamos
estudiar la expresion de cada locus por separado en distintos grupos

celulares (linfocitos T CD8+ y PBMCs) de pacientes VIH+ y controles sanos,



intentando discernir como cada uno de los loci contribuye a la produccién de
toda la proteina sintetizada en un momento dado.

Como hemos sefialado en los resultados anteriores, el disefio de una
estrategia para la valoracion de cada una de las variantes de esta
quimiocina, se hace realmente necesario por la gran similitud, tanto en
longitud como en secuencia, que presentan estas isoformas. Es por ello que
hemos utilizado como estrategia metodoldgica la aplicacién de un Estandar
Interno que, al permitirnos controlar la eficiencia de la digestion (a partir de
la cual discriminaremos ambos loci), nos posibilita cuantificar de manera
precisa, la expresion de cada uno de los loci.

Antes de que se desarrollara la técnica de PCR a tiempo real, el uso
de controles internos (en cada tubo de amplificacién) habia sido la
aproximacion metodoldgica mas iddonea para controlar el proceso de
amplificacion. Sin embargo esta nueva tecnologia, en la que se produce un
seguimiento continuo de la reaccidon en general, permite utilizar el mismo
molde (un amplimero), como estandar precuantificado, en tubos
amplificados simultdneamente.

Asi, gracias al uso de la PCR a tiempo real, podemos cuantificar de
manera aun mas precisa el mRNA de la quimiocina de interés,
discriminando luego por digestion (con el estandar Interno como control
afadido), la cantidad relativa en que cada loci contribuye al total.

A partir de la validacién del principio a aplicar, hemos usado la
técnica de RT-PCR a tiempo real para la cuantificacion del total codificado
por ambos loci A y B. En esta aproximacion, el Estandar Interno, se afiadira
posteriormente al amplimero para controlar el proceso de digestién e
inversamente poder determinar el grado de digestidon parcial que se
produce. Este hecho es realmente importante y significativo en el caso de
MIP-18, puesto que el locus B se identifica por la falta de digestion y sdlo el

control de ésta, permite asegurar la cantidad total de este locus.



5.4.1. Estudio de la expresion de los loci Ay B de MIP-13 en
PBMCs de individuos control y pacientes VIH+ tras la estimulacion
con IL-2 y PHA.

5.4.1.1. Regulacién de la expresion de los loci A y B de MIP-13
tras la estimulacion de PBMCs en individuos control y pacientes

VIH+ de genotipo BB.

¢ Individuo Control:

Los resultados obtenidos a partir de la estimulacién realizada con PHA
e IL-2, estan representados en la Fig. R.12 y la Tabla R.11. La cinética que
se observa en la grafica y los datos representados en la tabla, nos reflejan
gue ambos loci se inducen de manera semejante tras la estimulacion,

consiguiendo niveles maximos de expresion a las 6 horas.

Cuantificacion de la expresion de los loci Ay By de MIP-113 total en

PBMCs de individuos control (BB)
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Fig. R.12: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total, tras la

estimulaciéon de individuos control (BB) con PHA e IL-2.

Los niveles de expresién de ambos loci reflejan que, al cabo de las 6
horas, el numero de copias incrementadas en el locus B es

proporcionalmente superior al que se incrementa en el locus A (1,91 veces



mas). Igualmente se observa que al cabo de las 24 horas, el locus B es
capaz de down regular su expresion de una manera mas eficiente (2,32
veces mas) que el Locus A. Sin embargo, en cada uno de los tiempos
evaluados se puede observar que el Locus A se expresa mas que el B, tanto

en términos absolutos como en términos relativos.

Tabla R.11: Expresion de los loci Ay B de MIP-13 tras estimulacion de PBMCs de
Individuo Control (BB)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
CONTROL NP° copias Locus A 1.230 9.525 734
N° copias Locus B 416 6.136 205
N° copias MIP-1B 1.646 15.661 939
% Locus A / MIP-18 75 61 78
% Locus B / MIP-1B 25 39 22
Induccidon Locus A (veces) 7,7 (RB) 12,9 (R6H)
Induccion Locus B (veces) 14,7 (RB) 29,9 (R6H)
Relacion Induccion Locus B / Locus A 1,91 2,32
Relacién Expresion Locus A/Locus B 2,95 1,55 3,58

Tabla R.11: Cuantificacion normalizada (respecto a 10.000 copias de GAPDH) de la
expresion del locus A, locus B y MIP-18, tras la estimulacion de PBMCs de Individuo
Control (BB) (RB: Respecto al basal; R6H: Respecto a las 6H).

e Pacientes VIH+:

Debido al escaso nimero de células con las que contamos para hacer
estas determinaciones y a algunos problemas técnicos, no fue posible
obtener los resultados del estado basal de las células de este paciente.

En la grafica que muestra la Fig. R.13 se puede apreciar claramente,
gue las cinéticas que describen el comportamiento de ambos loci es similar.
Ambos estimulos consiguen inducir a las 6 horas, los niveles maximos de
expresion en cada locus.

Luego de haber alcanzado los niveles maximos de expresion, se
observa que el nUmero de copias de cada uno de los loci disminuye, al cabo
de las 24 horas. En este punto, los datos de la tabla reflejan que, a pesar de

gue el Locus B es el que menos contribuye a la sintesis global de la



guimiocina, tanto en términos absolutos como relativos, es el que down

regula de forma mas efectiva, es decir, que la relacidon en que disminuye el

el nimero de copias en el locus B, es mucho mayor (2,36 veces) a la

disminucidn que se produce en el locus A.
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Fig. R.13: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total tras la
estimulacion de PBMCs de pacientes VIH+ (BB).

Tabla R.12: Expresion de los loci Ay B de MIP-1R tras estimulacién de PBMCs de

Paciente VIH+ (BB)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas

PACIENTE 10 N° copias Locus A 30.920.645 2.315.408

N° copias Locus B 6.272.159 199.378

N° copias MIP-1B 37.192.803 2.514.786

% Locus A / MIP-1B 83 92

% Locus B / MIP-18 17 8

Induccion Locus A (veces) (R6H) 13,35

Induccion Locus B (veces) (R6H) 31,46

Relacion Induccién Locus B / Locus A 2,36

Relacion Expresion Locus A/Locus B 4,9 11,61

Tabla R.12: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B tras la estimulacidon de PBMCs Pacientes VIH+ (BB) (R6H: Respecto a las 6H).



Ademas de esto podemos anadir, que en todas las determinaciones
realizadas, los valores obtenidos a partir del locus A son cuantitativamente
mayores a los del locus B, refrendando la observacién de que el locus A es

el principal gen responsable del total de MIP-18 sintetizado por los PBMCs.

5.4.1.2. Regulacioén de la expresion de los loci Ay B de MIP-113
tras la estimulacion de PBMCs en individuos control y pacientes

VIH+ de genotipo Bb.

e Individuo Control:

Los resultados obtenidos a partir de la estimulacién de los PBMCs en
individuos control demuestran que el comportamiento de ambos loci es
similar, mostrando niveles maximos de expresién al cabo de 6 horas de
haber sido inducidos (Fig. R.14 y Tabla R.13). También se puede inferir a
partir de los datos que se muestran en la tabla, que las variaciones mas
significativas ocurren en el locus B y son ellas las responsables, de los
cambios porcentuales que ocurren respecto a la contribuciéon de cada uno de

los loci a la sintesis total de la quimiocina.

Cuantificacion de la expresion de los loci Ay By de MIP-113 total en
PBMCs de individuo control (Bb)
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Fig R.14: Cinética de expresion de los loci A 'y B y de MIP-1B total tras la

estimulaciéon de PBMCs de individuos control (Bb).



Tabla R.13: Expresion de los loci Ay B de MIP-113 tras estimulacion de PBMCs de
Individuo Control (Bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
CONTROL N° copias Locus A 641 35.097 649
N° copias Locus B 125 10.221 114
N° copias MIP-18 765 45.319 763
% Locus A / MIP-1B 84 77 85
% Locus B / MIP-18 16 23 15
Induccidén Locus A (veces) 54 (RB) 54 (R6H)
Inducciéon Locus B (veces) 81 (RB) 89 (R6H)
Relacién Induccion Locus B / Locus A 1,49 1,65
Relacidon Expresion Locus A/Locus B 5,12 3,43 5,69

Tabla R.13: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B, tras la estimulacion de PBMCs de pacientes VIH+ (Bb) (RB: Respecto al Basal;
R6H: Respecto a las 6H).

A pesar de que los valores absolutos reflejan una predominancia del
locus A sobre el B, en cada una de las situaciones evaluadas, la proporciéon
en que se inducen y se down regulan es diferente.

Los niveles de expresion, detectados en el locus B al cabo de las 6
horas, demuestran que el numero de copias totales que han sido
incrementadas, superan las copias que se han incrementado por parte del
locus A (1,49 veces mas). De la misma manera se observa, como al cabo de
las 24 horas, la cantidad de copias que disminuyen en la expresiéon del locus
B, es 1,65 veces mas que la diferencia que se detecta en el numero de

copias del locus A.

e Pacientes VIH+:

La cinética de induccion que refleja el comportamiento de ambos loci,
tras la estimulacién con IL-2 y con PHA, nos indican que éste es similar; sin
embargo existen algunas diferencias interesantes en cuanto a la variacién

de expresion que se detectan en cada locus. (Fig. R.15 y Tabla R.14).
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Fig. R.15: Cinética de expresién de los loci A y B y de MIP-1B total, tras la
estimulaciéon de PBMCs de pacientes VIH+ (Bb).

Si bien es cierto que ambos loci al cabo de las 6 horas alcanzan los
niveles maximos de expresién, la proporcidn en que se inducen, en cada
una de las situaciones evaluadas, es diferente.

En estado basal, el porcentaje de expresion que se detecta en el
locus A es superior al del locus B (69% vs 31% respectivamente). Sin
embargo, al cabo de las 6 horas debido a que el incremento en el niumero
de copias que se produce en el locus B es superior (8,18 veces mas), al que
se detecta en locus A, éste pasa a representar el mayor porcentaje de
expresion (79% vs 21%) respecto al total del nimero de copias de MIP-18.
Sin embargo, al cabo de las 24 horas, se observan sus niveles de expresidon
mas bajos, y comparativamente con el locus A, es el componente que
menos aporta a la sintesis global de MIP-18 (27% vs 73%
respectivamente). Esto se debe a que el nimero de copias que disminuyen
en el locus B es mucho mayor, tanto en términos absolutos como en

términos relativos (10,22 veces mas), a las que que disminuyen el locus A.



Tabla R.14: Expresion de los loci Ay B de MIP-113 tras estimulaciéon de PBMCs de
Paciente VIH+ (Bb)

Tiempo
Basal 6 Horas 24 Horas

PACIENTE 9 N° copias Locus A 227.603 446.009 303.238

N° copias Locus B 103.955 1.667.009 110.863

N° copias MIP-18 331.558 2.113.019 414.101

% Locus A / MIP-1B 69 21 73

% Locus B / MIP-1B 31 79 27

Induccion Locus A (veces) 2,0 (RB) 1,4 (R6H)

Induccion Locus B (veces) 16 (RB) 15 (R6H)

Relacion Induccién Locus B / Locus A 8,18 10,22

Relacidn Expresion Locus A/Locus B 2,19 0,27 2,74

Tabla R.14: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B tras la estimulacién de PBMCs de individuos controles (Bb) (RB: Respecto al
Basal; R6H: Respecto a las 6H).

5.4.1.3. Regulacioén de la expresion de los loci Ay B de MIP-113
tras la estimulacion de PBMCs de individuos control y pacientes

VIH+ de genotipo bb.

¢ Individuo Control:

Los datos sobre la estimulacién de los PBMCs con IL-2 y PHA
demuestran, que los loci A y B de MIP-1B8 se inducen de manera similar,
como lo reflejan las cinéticas representadas en la Fig. R.16. Sin embargo, a
pesar de que ambos loci, consiguen su maxima expresion a las 24 horas de
haber sido inducidos, la proporcion en que ésta aumenta en cada uno de los
loci y en las distintas situaciones evaluadas, es diferente.

En el locus A el mayor incremento en el nimero de copias se observa
al cabo de las 6 horas (8,4 veces) de haber estimulado los PBMCs, mientras

que en el locus B se produce luego de las 24 horas (131 veces).
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Fig. R.16: Cinética de expresiéon de los loci A y B y de MIP-18 total tras la
estimulaciéon de PBMCs de individuos control (bb).

Tabla R.15: Expresion de los loci Ay B de MIP-113 tras estimulacién de PBMCs de
Individuo Control (bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
CONTROL N° copias Locus A 853 7.175 8.870
N° copias Locus B 39 352 5.119
N° copias MIP-18B 892 7.528 13.989
% Locus A / MIP-18 96 95 63
% Locus B / MIP-18 4 5 37
Induccion Locus A (veces) (RB) 8,4 10
Induccion Locus B (veces) (RB) 9,0 131
Relacion Inducciéon Locus B / Locus A 1,07 12,6
Relacién expresion Locus A/Locus B 21,8 20,3 1,73

Tabla R.15: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-

1B, tras la estimulacion de PBMCs de individuo control (bb) (RB: Respecto al Basal)

Por otro lado, se observa que en términos absolutos, el locus A se
expresa mas que el B en cada una de las situaciones, como lo demuestra la
relacion de expresién entre ambos loci (Tabla R.15). Sin embargo, el
numero de copias totales que han sido incrementadas en el locus B, es
mucho mayor que las que se observan en el locus A (12,6 veces mas). Este

incremento, también se ve reflejado en el aumento de expresién porcentual



de este locus con respecto al total, que pasa de un 5% (a las 6 horas) a un

37% al transcurrir las 24 horas.

e Pacientes VIH+:

En la Fig.R.17 se muestran las graficas que corresponden a la
estimulacién de los PBMCs de dos pacientes VIH+ diferentes, en los que se
puede observar que, si bien el comportamiento que reflejan las cinéticas de
cada locus es similar, los niveles de expresién que éstos alcanzan, difieren

en ambos pacientes.

Cuantificacion de la expresion de los loci Ay By de MIP-113
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Fig. R.17: Cinética de expresiéon de los loci A y B y de MIP-18 total tras la
estimulacion de PBMCs de Pacientes VIH+ (bb).



En el paciente 8 se observa que, al cabo de las 6 primeras horas, el
locus B se expresa mas que el locus A (74% vs 26%), aunque éste Ultimo
se induzca proporcionalmente mas (65 veces (183/2,8) con respecto al
locus B). Por otro lado en el paciente 18 se observa que, el locus A es el que
se expresa mas (62% vs 38%) al cabo de las 6 horas de haber sido
inducido. Debido a la incapacidad de poder determinar el nivel de expresién
de los loci de este paciente en estado basal, ho podemos aseverar nada al
respecto, sobre la proporcién en que se inducen cada uno de ellos es esta
situacién (Tabla R.16).

Asi mismo se pudo establecer que, al cabo de las 24 horas la
expresion de ambos loci disminuye; sin embargo, mientras que en el
paciente 8 la down regulacion del locus A es proporcionalmente mayor a la
gue se produce en el locus B (6,1 veces mas); en el paciente 18 es el locus

B el que down regula de forma mas eficiente (1,6 veces mas).

Tabla R.16: Expresion de los loci Ay B de MIP-113 tras estimulacion de PBMCs de
Pacientes VIH+ (bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
PACIENTE 8 N° copias Locus A 399 73,192 10,637
N° copias Locus B 73,192 206,789 179,981
N° copias MIP-13 73,591 279,981 190,618
% Locus A / MIP-18 57 26 36
% Locus B / MIP-18 63 74 64
Induccién Locus A (veces) 183 (RB) 6,8 (R6H)
Induccién Locus B (veces) 2,8 (RB) 1,1 (R6H)
Relacion Induccidon Locus B / Locus A 0,02 0,16
Relacion Expresion Locus A/Locus B 0.01 0,35 0,06
PACIENTE 18 N° copias Locus A 28,964 1,666
N° copias Locus B 17,822 641
N° copias MIP-1B 46,786 2,307
% Locus A / MIP-18 62 72
% Locus B / MIP-183 38 28
Induccién Locus A (veces) (R6H) 17
Induccién Locus B (veces) (R6H) 28
Relacion Inducciéon Locus B/ Locus A 1.60
Relacion Expresion Locus A/Locus B 1.63 2.60

Tabla R.16: Cuantificacién normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B tras la estimulacion de PBMCs de pacientes VIH+ (bb) (RB: Respecto al Basal;
R6H: Respecto a las 6 H).



5.4.2. Estudio de la expresion de los loci Ay B de MIP-13 en
Linfocitos T CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ tras la

estimulaciéon con IL-2 y PHA.

Los linfocitos T CD8+ han sido considerados por varios
investigadores, como uno de los elementos inmunoldgicos claves en el
proceso de defensa contra la infeccion por el VIH. La actividad anti-viral
ejercida por estas células puede llevarse a cabo a través de dos
mecanismos: indirectamente a través de la liberacién de factores solubles
con propiedades anti-virales, o directamente por medio de la lisis celular
desencadenada por el reconocimiento especifico del antigeno (Otto, 1998).

La actividad citotoxica especifica de los linfocitos T CD8+, observada
en individuos infectados por el VIH, se ha asociado con una progresion lenta
de la enfermedad, ademds de haberse descrito como uno de los
mecanismos anti-virales mas eficaces que hay (Koup et al., 1994; Borrow et
al., 1994). Este hallazgo se ha correlacionado con los experimentos in vitro
que demuestran que los linfocitos T CD8+ también pueden suprimir la
infeccidon viral por un mecanismo no citolitico (Walker et al., 1986), a través
de la liberacion de factores solubles con actividad anti-viral (Walker and
Levy, 1989; Brinchmann et al.,, 1990), que posteriormente se han
identificado como MIP-1a, MIP-1B y RANTES (Cocchi et al., 1995).

El estudio que hemos realizado en los linfocitos T CD8+ de individuos
sanos y pacientes VIH+, nos permite determinar los niveles de expresion de
cada uno de los loci de MIP-18, tras la estimulacion con IL-2 y PHA, asi
como también la influencia de los diferentes genotipos en sus mecanismos

de regulacion.

5.4.2.1. Regulacién de la expresion de los loci Ay B de MIP-113
tras la estimulacién de linfocitos T CD8+ de individuos control y

pacientes VIH+ de genotipo BB.

e Individuos Control:
A partir de las cuantificaciones densitométricas de cada uno de los
fragmentos digeridos por la enzima Mspl se pudo determinar el niumero de

copias de cada locus de MIP-18.



A partir de la grafica que se presenta en la Fig. R.18, se observa que
los loci A 'y B de MIP-1B, se comportan de manera semejante tras el
estimulo de linfocitos T CD8+, alcanzando niveles maximos de expresion,
luego de haber transcurrido 6 horas. Sin embargo, a pesar de que su
comportamiento es equivalente, los datos reflejados en la Tabla R.17
indican que, la proporcién en que se inducen cada uno ellos es diferente.

En cuanto al locus B, se observa que el incremento de la expresion,
en numero de copias, es proporcionalmente mayor (2,3 veces mas) que el
incremento que se produce en el locus A, aunque éste sélo represente el
20% de las copias totales calculadas para la quimiocina en estas primeras 6

horas.

Cuantificacion de la expresion de los loci Ay B de y de MIP-113

tras estimulacion de linfocitos T CD8+ de individuo control (BB)

Individuos Control
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Fig. R.18: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total, tras la

estimulaciéon de linfocitos T CD8+ de individuos control (BB).

Por su parte, el locus A demuestra ser mas eficiente en la down
regulacion que ocurre al cabo de las 24 horas (con muy poca diferencia),
respecto al locus B; ademads de representar la mayor contribucion para la

sintesis global de la quimiocina, en cada una de las situaciones evaluadas.



Tabla R.17: Expresion de los loci Ay B de MIP-113 tras estimulacion de linfocitos T
CD8+ de Individuo Control (BB)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
CONTROL N° copias Locus A 1.003 41.922 7.527
N° copias Locus B 112 10.771 2.095
N° copias MIP-1B 1.116 52.694 9.622
% Locus A / MIP-183 90 80 78
% Locus B / MIP-18 10 20 22
Induccién Locus A (veces) 41 (RB) 5,5 (R6H)
Induccién Locus B (veces) 96 (RB) 5,1 (R6H)
Relacién Induccidén Locus B / Locus A 2,30 0,92
Relacién Expresion Locus A/Locus B 8,96 3,89 3,59

Tabla R.17: Cuantificacién normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
18 tras la estimulacion de linfocitos T CD8+ de individuos control (BB) (RB:
Respecto al Basal; R6H: Respecto a las 6H).

e Pacientes VIH+

En la grafica se puede observar que, a pesar de que los dos loci
presentan una cinética parecida, ya que la induccion maxima de ambos se
consigue al cabo de las 6 horas de haber recibido el estimulo, la proporcién
en que cada uno de ellos se inducen es diferente, asi como también los
niveles de expresidn y su participacion en la sintesis total de la proteina en
las diferentes situaciones evaluadas (Tabla R.18 y Fig R.19).

A pesar de que los numeros absolutos nos reflejan que el locus B, de
los pacientes 12 y 10 se expresa en una menor proporcion con respecto al
locus A, ya que a las 6 horas sélo representan el 10% vy el 19%
respectivamente, del numero de copias totales estimadas para la
guimiocina, éste consigue inducirse 1,54 veces mas que el locus A, en el
paciente 12, mientras que en el paciente 10 se induce sélo 1,04 veces mas.

Posteriormente al cabo de las 24 horas, en ambos loci se observa una
down regulacion de la expresion, siendo mas efectiva la que se detecta en
el locus B. En cuanto al paciente 12, la disminucién de la expresidon en
numero de copias del locus B, representa aproximadamente el doble (1,9
veces) de la que se produce en el locus A. En cuanto al paciente 10, no se

pudo establecer relacién alguna entre ambos loci por falta de datos.



Por otra parte, en ambos pacientes se detecta una expresion
cuantitativamente superior del locus A respecto al locus B, en cada una de
las evaluaciones realizadas (93-95% en el paciente 12 y 81-82% en el
paciente 10).

Cuantificacion de la expresion de los loci Ay By de MIP-113

tras la estimulacién de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (BB)
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Fig. R.19: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total, tras la
estimulacion de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (BB).



Tabla R.18: Expresion de los loci Ay B de MIP-13 tras estimulacion de linfocitos T
CD8+ de Pacientes VIH+ (BB)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas

PACIENTE 12 N° copias Locus A 1.950 529.476 12.009

N° copias Locus B 131 54.885 650

N° copias MIP-1B 2 584.362 12.660

% Locus A / MIP-18 93 90 95

% Locus B / MIP-18 7 10 5

Induccidn Locus A (veces) 271 (RB) 44 (R6H)

Induccion Locus B (veces) 419 (RB) 84 (R6H)

Relacién Induccién Locus B / Locus A 1,54 1,9

Relacidn Expresion Locus A/Locus B 14,89 9,65 18,48
PACIENTEL1O N° copias Locus A 81.971 1.947.678

N° copias Locus B 17.724  434.828

N° copias MIP-13 99.694 2.382.506

% Locus A / MIP-13 82 81

% Locus B / MIP-1B 18 19

Induccion Locus A (veces) (RB) 23,8

Induccidn Locus B (veces) (RB) 24,5

Relacion Induccidon Locus B / Locus A 1,03

Relacidon Expresion Locus A/Locus B 4,62 4,48

Tabla R.18: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B tras la estimulacidon de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (BB) (RB: Respecto
al Basal; R6H: Respecto a las 6H).

5.4.2.2. Regulacioén de la expresion de los loci Ay B de MIP-113
tras la estimulacién de linfocitos T CD8+ en individuos control y

pacientes VIH+ de genotipo Bb.

e Individuos Control:

En cuanto a los controles sanos de genotipo Bb, se observa que los
estimulos aplicados, provocan un maximo de induccién en ambos loci a las
6 horas, como lo refleja la Fig R.20.

A partir de los datos obtenidos, se puede observar que ambos loci,
ademas de inducirse de forma equivalente mostrando cinéticas similares,
también se inducen en proporciones practicamente iguales, ya que el
incremento en la expresiéon del locus B, sdlo supera 1,02 veces al

incremento en numero de copias que se produce en el Locus A (Tabla R.19).



Cuantificacion de la expresion de los loci Ay B y de MIP-113

total en linfocitos T CD8+ de individuo control (Bb)

Individuo Control Bb
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Fig. R.20: Cinética de expresién de los loci A y B y de MIP-1B total tras la
estimulaciéon de linfocitos T CD8+ de individuos control (Bb).

Posteriormente al cabo de las 24 horas, se observa una disminucion
en la expresion de ambos loci, alcanzando incluso niveles inferiores a los
basales. Igualmente se puede ver, que la proporcién en que disminuye el
numero de copias del locus A es 6,5 veces mas a la que se observa en el
locus B, reflejando una down regulacién mas efectiva por su parte. Debido a
este efecto, sélo en esta situacién, el locus A pasa a ser el contribuyente
minoritario en la sintesis total de la quimiocina, representando el 36% del
total de copias de MIP-1B (Tabla R.19).



Tabla R.19: Expresion de los loci Ay B de MIP-11 tras estimulaciéon de linfocitos T
CD8+ de Individuo Control (Bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
CONTROL NP° copias Locus A 3.725 20.476 95
N° copias Locus B 958 5.650 170
N° copias MIP-1 4.683 26.126 265
% Locus A / MIP-18 80 78 36
% Locus B / MIP-18 20 22 64
Induccidon Locus A (veces) 5,5 (RB) 215 (R6H)
Induccion Locus B (veces) 5,9 (RB) 33 (R6H)
Relacién Induccion Locus B / Locus A 1,07 0,15
Relacién expresion Locus A/Locus B 3,89 3,62 0,56

Tabla R.19: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B tras la estimulacién de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (Bb) (RB: Respecto
al Basal; R6H: Respecto a las 6H).

e Pacientes VIH+:

En la Fig. R.21 se muestran las cinéticas que se producen en cada
uno de los loci de MIP-18, luego de inducir su expresién con IL-2 y PHA.

A través de las cinéticas representadas en las graficas, se deduce que
el comportamiento de ambos loci tras la estimulacién es similar,
consiguiendo inducir al maximo la expresién de cada uno de ellos al cabo de
las 24 horas; sin embargo, los datos representados en la tabla
demuestran algunas diferencias. A pesar de que el locus A expresa un
mayor numero de copias en términos absolutos y representa mas del 80%
del total de las copias de MIP-18, al cabo de las 24 horas; se observa que el
incremento que se produce en el locus B, es superior al que se detectan en
el locus A, siendo mas del doble en los pacientes 9y 16 (2,58 y 2,19 veces
respectivamente) (Tabla R.20).

Por otro lado habria que recalcar que la expresion del locus A, en
términos absolutos, es siempre mayor a la del locus B, tanto en estado
basal como post-estimulacion. En los pacientes 9 y 16 el nUmero de copias
determinadas para el locus A representa mas del 80% del total de copias de
la quimiocina, reafirmando una vez mas, que la mayor contribucion a la

sintesis global de la quimiocina viene dada por el locus A.



Cuantificacion de la expresion de los loci Ay By de MIP-103 total en

linfocitos T CD8+ en pacientes VIH+ (Bb)
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Fig R.21: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total tras la
estimulacion de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (Bb).



Tabla R.20: Expresion de los loci Ay B de MIP-1R tras estimulacion de linfocitos T CD8+
de Pacientes VIH+ (Bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
PACIENTE 9 N° copias Locus A 62.557 75.490 99.012
N° copias Locus B 5.602 6.966 19.286
N° copias MIP-13 68.159 82.456 118.298
% Locus A / MIP-18 93 90 83
% Locus B / MIP-18 7 10 17
Induccién Locus A (veces) (RB) 1,2 1,6
Induccién Locus B (veces) (RB) 1,2 3,4
Relacion Induccion Locus B / Locus A 1,03 2,18
Relacién expresion Locus A/Locus B 11,17 10,84 5,13
PACIENTE 11 N° copias Locus A 89.233 1.264.843
N° copias Locus B 10.291 241.469
N° copias MIP-1B3 99.524 1.506.313
% Locus A / MIP-1B 90 84
% Locus B / MIP-18 10 16
Induccién Locus A (veces) (RB) 14,2
Induccidén Locus B (veces) (RB) 23,5
Relacion Induccion Locus B / Locus A 1,66
Relacién expresion Locus A/Locus B 8,67 5,24
PACIENTE 16 N° copias Locus A 531 2.656.559 @ 132.889.953
N° copias Locus B 23 293.284 14.914.925
N° copias MIP-1B3 554 2.949.843 147.804.878
% Locus A / MIP-18 96 90 90
% Locus B / MIP-18 4 10 10
Induccién Locus A (veces) (RB) 5.003 250.264
Induccién Locus B (veces) (RB) 12.751 648.475
Relacién Induccion Locus B / Locus A 2,55 2,59
Relacién expresion Locus A/Locus B 23,09 9,06 8,91

Tabla R.20: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-

1B tras la estimulacién de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (Bb) (RB: Respecto

al Basal).

5.4.2.3. Regulacién de la expresion de los loci Ay B de MIP-113

tras la estimulacion de linfocitos T CD8+ en individuos control y

pacientes VIH+ de genotipo bb.

Individuos Control:

La grafica de la Fig. R.22 y los datos contenidos en la Tabla R.21,

reflejan que el comportamiento de los loci A y B tras la induccién con IL-2 y



PHA es similar. En ambos individuos control, la expresion maxima se

consigue a las 24 horas de haber recibido el estimulo.

Cuantificacion de la expresion de los loci Ay B y de MIP-113

total en linfocitos T CD8+ de individuos control (bb)
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Fig. R.22: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total tras la
estimulacion de linfocitos T CD8+ de individuos control (bb).

También se observa que, a pesar que el locus A se expresa
cuantitativamente mas que el locus B en cada una de las situaciones
estudiadas (mas del 64% en el control 1 y 96% en el control 2), el
incremento de la expresidn (en numero de copias) del locus B es
proporcionalmente superior al del locus A, al cabo de las 24 horas (13,2 y

11,6 veces mas en el control 1 y 2 respectivamente) (Tabla R.21).



Tabla R.21: Expresion de los loci Ay B de MIP-1R tras estimulacion de linfocitos T
CD8+ de Individuos Control (bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
Control 1 | N° copias Locus A 4.894 8.678 78.751
N° copias Locus B 206 1.819 43.296
N° copias MIP-183 5.100 10.497 122.678
% Locus A / MIP-183 96 83 64
% Locus B / MIP-1B 4 17 36
Induccién Locus A (veces) (RB) 1,8 16
Induccién Locus B (veces) (RB) 8,8 213
Relacién Induccion Locus B / Locus A 4,98 13,2
Relacion expresion Locus A/Locus B 23 4,77 1,79
Control 2 N° copias Locus A 23 785
N° copias Locus B 1 399
N° copias MIP-1B3 24 1.183
% Locus A / MIP-1B 96 96
% Locus B / MIP-183 4 4
Induccién Locus A (veces) (R6H) 34
Induccién Locus B (veces) (R6H) 399
Relacion Induccidon Locus B / Locus A 11,6
Relacion expresion Locus A/Locus B 23 1,97

Tabla R.21: Cuantificacion normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
18 tras la estimulacion de linfocitos T CD8+ de individuos control (bb) (RB:

Respecto al Basal; R6H: Respecto a las 6H).

e Pacientes VIH+

Los resultados obtenidos a partir de las estimulaciones realizadas a
los linfocitos T CD8+ de estos pacientes, se encuentran expresados en la
Tabla R.22 y en la Fig. R.23

Estas graficas nos resumen el efecto que producen la IL-2 y el PHA a
nivel de la expresion de los dos loci que codifican para MIP-1B. A través de
ellas se observan ciertas discrepancias en cuanto a la cinética que refleja el
comportamiento del locus B. Mientras en el paciente 19 ambos loci alcanzan
su induccion maxima a las 24 horas, en el paciente 18 sélo lo consigue el

locus A, ya que el locus B lo hace a las 6 horas.



Cuantificacion de la expresion de los loci Ay By de MIP-113

total en linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (bb)
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Fig R.23: Cinética de expresion de los loci A y B y de MIP-1B total, tras la
estimulacion de linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ (bb).

Por otro lado también se ha observado que, a pesar de que el locus B
se induce en una mayor proporcion que el locus A (1,25 veces mas en el
paciente 19 a las 24 horas, mientras que en el paciente 18 lo hace a las 6
horas 12,7 veces mas), en términos absolutos la expresion del locus A es
mucho mayor que la del locus B en ambos pacientes y en cada una de las

situaciones evaluadas.



Tabla R.22: Expresion de los loci Ay B de MIP-1R tras estimulacion de linfocitos T
CD8+ de pacientes VIH+ (bb)

Tiempos
Basal 6 Horas 24 Horas
PACIENTE 18 N° copias Locus A 20.947 | 5.413.920 8.343.248
N° copias Locus B 987 3.262.705 92.144
N° copias MIP-1B 21.934 | 8.676.625 @ 9.264.684
% Locus A / MIP-18 95 62 90
% Locus B / MIP-18 5 38 10
Induccion Locus A (veces) 258 (RB) 398 (RB)
Induccién Locus B (veces) 3.305 (RB) 35 (R6H)
Relacion Induccion Locus B / Locus A 12,7 0,08
Relacion Expresion Locus A/Locus B 21,2 1,66 90
PACIENTE 19 N° copias Locus A 4.860 3.974 8.656
N° copias Locus B 1.041 557 2.318
N° copias MIP-1 B 5.900 4.532 10.973
% Locus A / MIP-183 82 87 78
% Locus B / MIP-18B 18 13 22
Induccién Locus A (veces) (RB) 0,8 1,8
Induccion Locus B (veces) (RB) 0,5 2,2
Relacion Induccion Locus B / Locus A 0,65 1,25
Relacion Expresion Locus A/Locus B 4,67 7,13 3,73

Tabla R.22: Cuantificacién normalizada de la expresion del locus A, locus B y MIP-
1B tras la estimulacién de linfocitos T CD8+ pacientes VIH+ (bb) (RB: Respecto al
Basal; R6H: Respecto a las 6H).

5.5. Determinacion de los niveles de MIP-1R producidos por

PBMCs y linfocitos T CD8+ estimulados con IL-2 y PHA.

Para validar los resultados obtenidos por el estudio de mRNA vy
determinar si el polimorfismo del locus B de MIP-183, altera o condiciona de
alguna manera la sintesis de la proteina, evaluamos su produccion a partir
de linfocitos T CD8+ purificados y de PBMCs estimulados con IL-2 y PHA, de
pacientes VIH+ e individuos control de genotipo homocigoto (BB) vy
homocigoto (bb).

Ademas de esto, el estudio intenta correlacionar los tiempos de
induccién maxima de la quimiocina a niveles del mRNA, con los tiempos en
gue se detecta la mayor produccién de esta proteina en el sobrenadante a

partir de la estimulacion celular.



5.5.1. Determinaciéon de los niveles de MIP-11 producidos por

PBMCs de individuos control y pacientes VIH+.

La produccion de la quimiocina MIP-18, a partir de PBMCs
estimulados con IL-2 y PHA, tanto de pacientes VIH+ como de individuos
control de genotipo homocigoto BB y bb, fue realizada a las 6 horas y a las

24 horas de haber estimulado las células.

¢ PBMCs de individuos homocigotos BB:

Como se observa en la Tabla R.23, los niveles de quimiocina
detectados en estado basal son similares en ambos casos. Sin embargo, al
estimular las células, se detectan algunas diferencias en los niveles de

proteina que han sido cuantificadas (Fig. R.24 ).

Tabla R.23: Produccion de MIP-113 por PBMCs de
individuos control y pacientes VIH+ (BB)

Tiempos
Basal 6 H 24 H
VIH+ 8,8 229,6 16.226
Control 10,8 3.071 12.547

Tabla R.23: Cuantificacion de la produccion de MIP-18 total a partir de linfocitos T
CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ (BB), tras su estimulacién con IL-2 y

PHA en pg/ml.

Durante las primeras 6 horas se observa, que la cantidad de
quimiocina que ha sido producida a partir de los PBMCs de los individuos
control es mayor a la que se ha detectado en los pacientes VIH+. Sin
embargo, los niveles de proteina detectados al cabo de las 24 horas
demuestran, que los pacientes VIH+ han sido capaces de sintetizar una

mayor cantidad de proteina durante ese tiempo.



Produccién de MIP-113 por PBMCs de individuos control y
pacientes VIH+ (BB)
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Fig. R.24: Cuantificacion de la producciéon de MIP-1B total, a partir de individuos

control y pacientes VIH+ (BB) tras su estimulacidon con II-2 y PHA en pg/ml.

e PBMCs de individuos homocigotos bb:

La produccion de MIP-1B, a partir de PBMCs tanto de individuos
control como de pacientes VIH+, demuestran que en estado de reposo, las
células de los controles son capaces de producir mas cantidad de proteina
que la de los pacientes, como lo muestra la Tabla R.24. Sin embargo, luego
de haber inducido las células con IL-2 y PHA, se observa que los niveles de
quimiocina que se han producido al transcurrir las 6 horas y las 24 horas,
son mayores en los pacientes VIH+ que en los individuos control. (Fig.
R.25)

Tabla R.24: Produccién de MIP-113 por PBMCs de
individuos control y pacientes VIH+ (bb)

Tiempos
Basal 6 H 24 H
VIH+ 15 686,65 21.040
Control 24,49 354,75 20.144

Tabla R.24: Cuantificacion de la producciéon de MIP-18 total, a partir de linfocitos T
CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ (BB) tras su estimulacion con IL-2 y
PHA en pg/ml.



Produccién de MIP-113 por PBMCs de individuos control y
pacientes VIH+ (bb)
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Fig. R.25: Cuantificacion de la producciéon de MIP-1B total, a partir de individuos

control y pacientes VIH+ (BB) tras su estimulacion con IL-2 y PHA en pg/ml.

5.5.2. Determinacion de los niveles de MIP-113 producidos por
linfocitos T CD8+ purificados de individuos control y pacientes

VIH+.

La determinacién de la quimiocina en el sobrenadante de linfocitos T
CD8+, tanto de pacientes VIH+ como de individuos control de genotipo
homocigoto BB y bb, fue realizada a las 6 horas y a las 24 horas de haber

inducido las células con IL-2 y PHA.

e Linfocitos T CD8+ de individuos homocigotos BB:

La grafica que muestra la Figura R.26 refleja, que los niveles de
quimiocina secretados a partir de los linfocitos T CD8+ de individuos VIH+,
difieren sustancialmente con respecto a los niveles que se detectan en los
individuos control. Estas diferencias se observan ya a niveles basales, pero

sobre todo después de transcurrir las 24 horas (Tabla R.25).



Tabla R.25: Producciéon de MIP-113 por linfocitos T CD8+ de
individuos control y pacientes VIH+ (BB)

Tiempos
Basal 6 H 24 H
VIH+ 7,7 482 21.910
Control 15,7 156 940

Tabla R.25: Cuantificacion de la producciéon de MIP-18 total, a partir de linfocitos T
CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ (BB) tras su estimulacion con IL-2 y

PHA en pg/ml.

En situacién basal, los niveles de quimiocina detectados en los
individuos control, representan el doble de los que se han producido a partir
de los pacientes VIH+. Sin embargo, luego de inducir las células con IL-2 vy
PHA, se observa que la produccidon de proteina en pacientes VIH+ se realiza
de una manera mas eficiente, detectando diferencias significativas al cabo
de las 24 horas. La relacion que se establece entre estos valores es

aproximadamente 23 veces mas.

Produccién de MIP-113 por linfocitos T CD8+ de individuos
control y pacientes VIH+ (BB)
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Fig. R.26: Cuantificacion de la produccion de MIP-1B total, a partir de linfocitos T
CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ (BB) tras su estimulaciéon con IL-2 y

PHA en pg/ml.



e Linfocitos T CD8+ de individuos homocigotos bb:

Los resultados obtenidos a partir de la estimulacidon de los linfocitos T

CD8+ de pacientes VIH+ y de individuos control, muestran algunas

diferencias en cuanto a los niveles de MIP-18 sintetizados (Tabla R.26 y Fig.
R.27).

Tabla R.26: Produccion de MIP-1R por linfocitos T CD8+ de
individuos control y pacientes VIH+ (bb)

Tiempos
Basal 6 H 24 H
VIH+ 15 499 14.339
Control 16 316 2.263

Tabla R.26: Cuantificacidon de la producciéon de MIP-18 total, a partir de linfocitos T

CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ (Bb) tras su estimulacién con IL-2 y
PHA en pg/ml.

Producciéon de MIP-113 por linfocitos T CD8+ de individuos
control y pacientes VIH+ (bb)
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Fig. R.27: Cuantificacion de la producciéon de MIP-1B total, a partir de linfocitos T

CD8+ de individuos control y pacientes VIH+ (bb) tras su estimulacion con IL-2 y
PHA en pg/ml.



Los niveles de quimiocina que se detectan a niveles basales son
practicamente iguales, tanto en pacientes como en controles (Tabla R.26).
Sin embargo, a partir del momento en que se estimulan las células, se
detecta una mayor cantidad de proteina en los pacientes VIH+,
especialmente al transcurrir las 24 horas, donde la cantidad de quimiocina
que ha sido producida hasta ese momento, es significativamente mayor a la

que se detecta en los individuos control (6,3 veces mas).

5.6. Estudio de la expresién del receptor CCR5 en PBMCs y
linfocitos T CD8+ purificados, estimulados con IL-2 y PHA de

individuos control y pacientes VIH+.

5.6.1. Estudio de la expresion del receptor CCR5 en monocitos

estimulados con IL-2 y PHA.

Para establecer las posibles diferencias de expresion del receptor
CCR5 en monocitos (analizados en base a FSC y SSC) de individuos control
y pacientes VIH+ y determinar si estos pudieran estar relacionados con el
polimorfismo del locus B de MIP-1B, marcamos con anticuerpos anti-CCR5
las células y determinamos las diferencias a niveles absolutos y relativos
entre los monocitos de pacientes y los controles, al igual que los diferentes
genotipos entre si.

En cuanto a los controles, se observa un menor porcentaje de
monocitos que expresan CCR5 en el individuo Homocigoto BB (7%), aunque
en términos absolutos sea el homocigoto bb, el que presente un menor
numero de células positivas para el receptor (476 céls/pl) (Fig. R.28 y Tabla
R.27). Por el contrario se ha visto, que si bien el individuo heterocigoto y el
homocigoto bb, son los que presentan en promedio un mayor porcentaje de
monocitos que expresan CCR5 (8%), en términos absolutos es el
heterocigoto, el que presentan el mayor numero de monocitos con
expresion positiva para el receptor (601 céls/ul), ya que del homocigoto bb

sOlo 476 céls/ul expresan el receptor.



Tabla R.27: Expresion de CCR5 en Monocitos de individuos control y
pacientes VIH+

Monocitos (20) Monocitos Abs (céls/ul)
Media Media

Pacientes BB 10.40 + 3,13 BB 546 + 215

Bb 9.20 + 2,38 Bb 492 + 155

bb 6.25 + 0,95 bb 468 + 89
Controles BB 7 BB 482

Bb 8 Bb 601

bb 8 bb 476

Tabla R.27: Expresion del receptor CCR5 en monocitos tanto en términos

procentuales como absolutos, tras la estimulacion con PHA e IL-2.
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Fig. R.28: Expresion del receptor CCR5 en monocitos de individuos control vy

pacientes VIH+, tras la estimulacién con PHA e IL-2.

En cuanto a los pacientes, se observa que tanto en porcentaje
(6,25%) como en términos absolutos (468 céls/ul), los homocigotos bb son

los que presentan el menor nimero de células con expresién de CCR5. Por



el contrario los homocigotos BB son los que presentan la mayor proporcién

de monocitos con expresién para este receptor (10,4%).

5.6.2. Estudio de la expresion del receptor CCR5 en linfocitos T

CD4+ de PBMCs estimulados con IL-2 y PHA.

A partir de la estimulacion de los PBMCs de individuos control y
pacientes VIH+ realizada con IL-2 y PHA, se hizo un marcaje utilizando
anticuerpos especificos para la molécula CD4 y el receptor CCR5, con el fin
de determinar las posibles diferencias que puedan existir entre la expresion
del receptor y esta subpoblacién linfocitaria; en relaciéon a los diferentes
genotipos, para el polimorfismo del locus B de MIP-18.

Los resultados obtenidos nos reflejan que la expresion del CCR5 en
linfocitos T CD4+ es diferente en en individuos control y en pacientes VIH+
(Fig. R.29 y Tabla R.28).

Tabla R.28: Expresion de CCR5 en linfocitos T CD4+ de individuos control y
pacientes VIH+

CD4 (%0) CD4 Abs (céls/ul)
Media Media

Pacientes BB 20,8 +9,7 BB 392.80 + 273

Bb 24,4 + 5,3 Bb 407.20 + 244

bb 28,0 +9,4 bb 747.75 + 323
Controles BB 47,0 BB 1085
Bb 42,0 Bb 872
bb 27,0 bb 455

Tabla R.28: Expresion del receptor CCR5, en términos procentuales y absolutos,

en linfocitos T CD4+ tras la estimulacion con PHA e IL-2.

Tanto en valores absolutos como en valores relativos, la cantidad de
células T CD4+ que expresan este receptor en los pacientes es inversa a la
que se observa en los individuos control y pareciera estar relacionada con la

presencia del alelo polimérfico del locus B de MIP-18.



En los individuos control se observa que el sujeto de genotipo BB,
presenta un mayor porcentaje de linfocitos que expresan CCR5 (47%),
mientras que en el individuo homocigoto bb, se detectan niveles inferiores
de expresidén (27%). Esta situacion se ha visto alterada en el caso de los
pacientes VIH+, donde los portadores del genotipo BB, presentan la media
de expresion mas baja en estas células (20,8%), a diferencia de los
pacientes de genotipo bb, en los que se han detectado los niveles promedio

de expresion mas altos (28%).

Expresién de CCR5 en linfocitos T CD4+ de individuos control y

pacientes VIH+ (BB, Bb, bb)

Linfocitos T CD4+

1250

1000 * m Paciente BB

- A m Paciente Bb

Céls/ul wu ] Paciente bb
o A Control BB

- = A Control Bb

250 E Control bb

0 T T T T T T

PACIENTE CONTROLES

Fig. R.29: Expresion del receptor CCR5 en linfocitos T CD4+ de individuos control y

pacientes VIH+ tras la estimulacién con PHA e IL-2.



5.6.3. Estudio de la expresion del receptor CCR5 en linfocitos T

CD8+ de PBMCs estimulados con IL-2 y PHA.

A partir de las estimulaciones realizadas de los linfocitos T CD8+,
quisimos determinar si existe alguna diferencia en la expresién del receptor
CCR5 vy esta subpoblacién celular de pacientes VIH+, con respecto a los
individuos control (con genotipos diferente para el polimorfismo de MIP-183),
tanto en términos relativos como en valores absolutos. Para ellos hicimos
un marcaje con anticuerpos especificos para el receptor.

Los resultados obtenidos demuestran que la expresion del receptor
CCR5 predomina mas sobre los linfocitos T CD8+ de pacientes VIH+ que

sobre las células de los individuos control (Fig. R.30 y Tabla R.29).

Tabla R.29: Expresion de CCR5 en linfocitos T CD8+ de individuos
control y pacientes VIH+

CD8 (920) CD8 Abs (céls/ul)
Media Media

Pacientes BB 54 +7,9 BB 949 + 207

Bb 42 + 13,8 Bb 1.628 + 684

bb 44 +54 bb 1.144 + 326
Controles BB 17 BB 401

Bb 15 Bb 312

bb 21 bb 356

Tabla R.29: Expresion del receptor CCR5, en linfocitos T CD8+ tanto en términos

porcentuales como absolutos, tras la estimulacion con PHA e IL-2.

En cuanto a los controles, se observa que existen pequefnas
diferencias entre los valores absolutos y relativos de las células que
expresan el receptor y los genotipos evaluados. Se ha determinado que el
individuo bb es el que presenta un mayor porcentaje de células que
expresan CCR5 (21%); sin embargo en términos absolutos, es el
homocigoto BB el que presenta mas células con expresion positiva para este
receptor (401 céls/ul), a pesar de que en términos relativos, sélo el 17% de

la células expresen el receptor. Asi mismo se observa que tanto en términos



porcentuales (15%), como en términos relativos (312 céls/ul), el individuo
heterocigoto Bb es el que revela una menor expresion.

En cuanto a los pacientes VIH+, se observa que existen diferencias
mas marcadas en cuanto al nimero de células totales que expresan el
receptor, entre los diferentes genotipos y con respecto a los controles. En
los pacientes de genotipo BB se observa la mayor expresion del receptor,
donde el 54% de las células promedio son positivas para él, y que
representa el triple de la que se obtuvo por parte de los individuos BB
controles. Por otro lado, los pacientes de genotipo bb, muestran un menor
porcentaje de células que expresan este receptor (44%); sin embargo este
porcentaje es el doble del individuo control. Por su parte los heterocigotos,
en términos porcentuales son los que presentan una menor expresion del
receptor (42%), a pesar de que los valores absolutos reflejen que son el

grupo que presenta mas células con expresion positiva (1.628 céluas/ul).

Expresion de CCR5 en linfocitos T CD8+ de individuos control y
pacientes VIH+ (BB, Bb, bb)
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Fig. R.30: Expresion del receptor CCR5 en linfocitos T CD8+ de individuos control y

pacientes VIH+ tras la estimulacién con PHA e IL-2.



6. DISCUSION

Entre las diversas caracteristicas de las quimiocinas, la duplicidad de
funciones redundantes entre ellas se acompafia de duplicidades genéticas
en muchos de los casos. La razdon que explica la aparicion de copias alélicas,
estrechamente relacionadas desde el punto de vista estructural y funcional,
no estd del todo claro, aunque sin duda esta duplicidad puede resultar
ventajosa para suplir funciones originales de una proteina que ha sido
alterada (esta alteracion puede pasar inadvertida en muchos de los casos) o
para posibilitar la aparicién de nuevas funciones.

Aunque es ampliamente conocido, es sin duda pertinente recordar
gue la evolucion de las especies depende de la variacion genética y de la
seleccion natural de la misma. En este sentido los fenotipos, que son los
gue incrementan la capacidad de adaptacién de los organismos en un
ambiente dado, vienen determinados por los genotipos individuales.

La diversidad de genotipos que se presentan en una poblacion dada,
es el producto de la mezcla de genes en cada generacion, que originan
diferentes combinaciones genotipicas en los descendientes. A pesar de que
estas nuevas combinaciones genotipicas se producen en cada generacién
mediante la transmisién y la recombinacion mendeliana, este proceso
habitualmente no da lugar a nuevos alelos, por lo que Unicamente a partir
de mutaciones es que se logra obtener nueva informacion genética.

En base a estos conceptos, es que decidimos orientar nuestros
estudios hacia la evaluacion del papel del polimorfismo de MIP-18,
comparando su participacion fisiopatogénica, tanto en la poblacién normal
como en diferentes poblaciones patoldgicas, entre las cuales los pacientes
VIH+ se presentan como un grupo candidato en el que el citado

polimorfismo, posiblemente podria jugar un papel patogénico importante.

6.1. Metodologias desarrolladas para determinar el
polimorfismo del locus B de MIP-113.

De manera general, se habla de polimorfismo cuando para un mismo
caracter, se observan dos o mas variantes alélicas en una misma poblacion.

Mas concretamente, el término polimorfismo genético se refiere a las



variantes de secuencias que en una poblacion tiene un determinado gen. En
el caso del locus B de la quimiocina MIP-1B, el cambio de base que se
produce a nivel de la secuencia aceptora del segundo intron favorece la
aparicidon de un lugar aceptor no-candnico para el proceso de corte y unién
del mRNA y provoca la sintesis de una proteina mas pequefia. Ademas,
como todos los polimorfismos genéticos, éste puede utilizarse como
marcador de determinados grupos de la poblacién, aunque en casos como
el que nos ocupa, en el que el polimorfismo varia segun la longitud del
mMRNA procesado, es habitual encontrar una herencia codominante.

En este estudio, con el fin de determinar el polimorfismo del locus B
de MIP-1B aplicamos la técnica de PCR-SSP, que se fundamenta en la
deteccién de sustituciones de una sola base en el fragmento de DNA que ha
sido analizado por amplificacidon especifica. De esta manera, a partir de una
simple amplificacion por PCR del DNA gendmico, utilizando cebadores
especificos capaces de reconocer de forma precisa la base que ha sido
alterada, es posible distinguir la presencia del alelo polimérfico (alelo b). De
hecho, la técnica fue disefada para que amplificara Unicamente aquellos
individuos portadores del alelo polimérfico, de manera que soélo los
individuos homocigotos bb y heterocigotos Bb podrian ser amplificados por
esta pareja de cebadores. Una vez amplificados cada uno de estos
genotipos, la diferenciacion entre ellos se basaria en la comparacién de las
intensidades obtenidas en el gel de agarosa, tras haber realizado la
electroforesis del amplimero: en el caso de los individuos homocigotos bb,
se esperaba obtener una intensidad de sefal superior a la de los individuos
heterocigotos, ya que presenta el doble de la carga alélica; sin embargo en
muchos de los casos no ocurrid asi. En cuanto a los individuos homocigotos
BB, la interpretacion de los resultados fue mas certera y precisa, a pesar de
basarse en la ausencia de amplimero, situacion en principio no
recomendable cuando se trabaja con la PCR. En cualquier caso, el hecho de
gue la interpretacién de los resultados se basara Unicamente en la
comparacién visual entre las intensidades arrojadas a partir de la
amplificacion de los controles (muestras de genotipo conocido previamente
secuenciadas) y de los pacientes, resulté ser la limitante mas importante de

esta técnica.



Las imprecisiones de esta técnica se hicieron evidentes a la hora de
determinar la distribucion de homocigotos y heterocigotos en base a una
herencia mendeliana, a partir las frecuencias alélicas de cada uno de los
grupos, puesto que el estudio rindid resultados diferentes a los esperados.
En nuestro caso, si bien esta técnica sencilla hubiese podido definir el
polimorfismo en las diferentes poblaciones estudiadas, su importante nivel
de imprecisién a la hora de interpretar los resultados hizo que buscasemos
otras alternativas.

De este modo, al realizar la hibridacién de las muestras con sondas
especificas, se pudo observar que el principal error cometido al interpretar
los resultados obtenidos por PCR fue la discriminacién entre los individuos
homocigotos bb y los heterocigotos, puesto que la PCR-SSP nos hacia
sobreevaluar en la mayoria de los casos las intensidades de los
heterocigotos, confundiéndolos con homocigotos bb.

Respecto a la técnica de hibridacion, aunque experimentalmente
resulta un poco mas compleja y engorrosa, que la técnica de amplificaciéon
por PCR, los resultados fueron (como era de esperar), mas precisos y
confiables. Fue por esta razén por la que decidimos corroborar los
resultados ya obtenidos, a través de esta segunda metodologia.

El DNA de los individuos sometidos al estudio, previamente
inmovilizado en una membrana de nitrocelulosa, fue hibridado con sondas
marcadas radiactivamente que reconocen de forma especifica el alelo
mutado (alelo b) y el alelo candnico (alelo B). La interpretacion de los
resultados se hizo de forma visual, correlacionando las intensidades
arrojadas por las membranas hibridadas con las dos sondas. La
correspondencia entre ambos resultados fue decisiva a la hora de
interpretar los diferentes genotipos y fue lo que hizo aumentar el grado de
precision en los resultados obtenidos. Sin embargo, esta técnica, a pesar de
gue mostréo ser bastante mas confiable y precisa, también resulté ser
mucho mas engorrosa en su puesta a punto. La diferencia de una sola base
en la secuencia gendmica provoca que las temperaturas de hibridacién y de
los lavados correspondientes sean ligeramente diferentes; ademas esta
pequefia diferencia tedrica se redujo de manera significativa en la practica,
ocasionando problemas a la hora de definir las temperaturas a usar en el

protocolo a seguir.



Ademas de la aplicacién de estas dos metodologias, también fue
realizada la secuenciacion de las muestras a partir de una amplificacién
genérica con el fin de determinar inequivocamente el polimorfismo del locus
B de MIP-1B. Esta técnica sin duda, resultd ser la mas especifica, la mas
confiable y la que nos permitid definir el verdadero genotipo de algunos
casos muy puntuales, en los que éste no se podia precisar con las técnicas
anteriores. Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas vale la pena
recalcar, que hubiera sido poco recomendable determinar por esta técnica,
el genotipo de todos y cada uno de los individuos debido al costo
sumamente elevado que esto hubiera implicado.

Finalmente, los resultados obtenidos a través de esta metodologia, en
conjuncién con los resultados previamente determinados por la PCR y la
hibridacidon, muestran que respecto a la distribucion alélica del polimorfismo
(en la poblacion normal), el alelo b es claramente minoritario (16,5%) pero
superior al 1% convenido como valor minimo de referencia para valorar la
“validez genética” de un polimorfismo (Jorde L., Carey J. and White R.,
1996). Asi mismo se pudo establecer, que la distribucién genotipica y la
frecuencia alélica del polimorfismo del locus B, en individuos afectos de
enfermedades tiroideas, diabetes mellitus y hepatitis C, se corresponde con
los valores obtenidos en la poblacidon normal. En cambio, los pacientes VIH+
analizados muestran diferencias claras y estadisticamente significativas en
cuanto a su distribucion genotipica poblacional, con respecto a los
individuos sanos. En estos pacientes se encuentra que el porcentaje de los
individuos heterocigotos (36,9%) es una vez y media mas que el de los
individuos heterocigotos sanos (27,0%), y los homocigotos bb (8,6%) VIH+
son aproximadamente el triple de los homocigotos bb (3,0%) sanos. Asi
mismo se observa, que el porcentaje de los pacientes VIH+ homocigotos BB
(51,7%) es mucho menor que el encontrado en los individuos sanos
(70,0%). Cabe resefar, que esta mayor distribucion del alelo b en pacientes
VIH+, también se observa como tendencia en la infeccién por el VHC,
aunque con una menor significancia estadistica. Sin embargo, sdélo en los
pacientes VIH+ se observa una mayor discrepancia entre la distribucion

poblacional de éste polimorfismo y las frecuencias de los alelos b y B.



6.2. Influencia del polimorfismo del locus B de MIP-13 en
pacientes VIH+ y su relacion con otros parametros clinicos.

La quimiocina MIP-1B8, como se ha comentado previamente en la
introduccién, es ligando natural del receptor de quimiocinas CCR5, al igual
que MIP-1a y RANTES. La importancia de estas tres quimiocinas en la
historia natural de la infeccién por el VIH, quedd definida por Cocchi y
colaboradores (Cocchi et al., 1995), al identificarlas como los principales
factores supresores de las cepas M-tropicas, que se caracterizan por infectar
células de la estirpe monocito-macrofagica. El efecto anti-viral que ejercen
estas quimiocinas quedd demostrado al identificar al CCR5 como uno de los
correceptores del VIH. Como se ha dicho, la actividad anti-viral de estas
guimiocinas es ejercida a través del receptor CCR5, bien sea a través de un
bloqueo del mismo (impidiendo que el virus se una a él), o bien por medio
de una down regulacidon de éste en la superficie celular. De esta manera el
virus queda “imposibilitado” para unirse a su receptor y provocar la
infeccion.

El polimorfismo descrito para el locus B de la quimiocina de MIP-183,
en el que se produce un cambio a nivel del DNA gendmico en la secuencia
aceptora del segundo intrén, provoca la delecion de las primeras 15 pb del
exdén 3, y en consecuencia la sintesis de una proteina que carece de 5 aa.
Estos aminoacidos son Phegs, Glngs, Thrss, LysSss ¥ Arges (Fig. 1.D). Estudios
de la estructura proteica de MIP-1B, revelan que los aminoacidos Phegs,
Threz y Lyses son residuos que se encuentran altamente conservados en la
familia de las CC quimiocinas. También se ha descrito que los residuos Phegs
y Glngs son residuos que intervienen en la formacién de la segunda hoja B,
que mantiene de alguna forma la estabilidad de la estructura, al interactuar
con la primera y la tercera hoja B (Ashhab, 1998).

Por otro lado, se ha descrito que ésta quimiocina se puede presentar
en forma de dimeros o tetrameros en solucién (Clore and Gronenborn,
1995; Czaplewski et al., 1999) y que el estado de multimerizacién en que
se encuentre adquiere cierta importancia, al revelar que ésta proteina es
capaz de unirse a su receptor, en forma de dimeros o mondmeros, con

efectos funcionales distintos (Laurence et al., 1998).



La carencia de estos aminoacidos pudieran ejercer un efecto negativo
en cuanto a la estructura proteica, en primer lugar porque alterarian la
formacién de la segunda hoja B y en segundo lugar, porque se verian
comprometidas las interacciones que se establecen entre la segunda y la
tercera hoja de la estructura proteica. En definitiva, esta delecién podria
alterar tanto la estabilidad de la proteina como la capacidad de formar
dimeros, y en consecuencia provocar cambios en la funcidon bioldgica

original o tal vez pérdida de la misma.

Estructura dimérica de MIP-113

LM

ML

Fig. D.1: Esquema de la estructura dimérica normal en la que se indica el
segmento delecionado de cinco aminoacidos (FQTKR) con puntos amarillos. Las dos
hélices o y las tres hojas B también se muestran en esta estructura, que fue
obtenida a partir de la base de datos y del analisis proteico utilizando el programa

Turbo-Frodo (Imagen obtenida gracias a la colaboracion del Dr. Baldomer Oliva).

Los resultados obtenidos a partir del estudio del polimorfismo que

hemos realizado en los pacientes VIH+ demuestran, que éstos presentan



una distribucion gendmica diferente a la que se observa en la poblacién
normal. Estas frecuencias de homocigotos y heterocigotos, sin duda,
determinan la frecuencia alélica de la poblacidon, y en este estudio su
comparacién corrobora que existe una diferencia significativa en cuanto a la
incidencia del alelo polimérfico en pacientes VIH+ (28,5%) con respecto a
los individuos sanos (16,5%).

Hipotéticamente hablando pudiéramos suponer que la quimiocina
MIP-1B8t codificada por el alelo b, al carecer de estos cinco aminoacidos,
perderia su estabilidad proteica y por ende sus funciones bioldgicas
normales. Si recordamos que MIP-1B presenta propiedades anti-virales y
protege en cierta forma a las células del huésped frente a la infeccién por el
VIH de las cepas M-trépicas (principalmente), pudiéramos suponer que en
los individuos homocigotos bb, en los que ambos alelos polimérficos
codifican inevitablemente una proteina no plenamente funcional, las células
guedarian parcialmente “desprotegidas” frente a la infeccidn del virus. De
esta manera, los individuos homocigotos bb tendrian mas probabilidades de
contraer la infeccién.

En cuanto a los pacientes VIH+ de genotipo heterocigoto, si bien es
cierto que no quedan totalmente “desprotegidos”, ya que portan el alelo B
(que codifica para una proteina funcional), si que pudiéramos pensar que
presentan una mayor susceptibilidad frente a la infeccién por el VIH de
cepas M-tropicas. Esta suposicion se pudiera explicar, a través de la
diferencia de las frecuencias gendmicas que se observan en estos individuos
respecto a los controles sanos, y que en consecuencia contribuyen a que en
los pacientes VIH+ la frecuencia del alelo polimoérfico (28,5%) sea mayor a
la que se observa en los individuos control (16,5%).

Sin embargo, esta teoria adquiriria una mayor importancia si se
comprueba que el locus B de la quimiocina MIP-1B8 desempefia un rol
funcional distinto al del locus A, ya que si esto no es cierto y ambas
guimiocinas promueven actividades bioldgicas similares, parece ldgico
asumir que la quimiocina MIP-1B, codificada por el locus A, deberia
compensar la incapacidad de MIP-1Bt en el desempefio de las actividades
biolédgicas normales. Es por ello que se precisa la realizacién de estudios
funcionales adicionales que determinen las diferencias y similitudes entre

ambos loci del gen de MIP-18.



En el proceso de infeccion por el VIH que transcurre desde el
momento en que el virus es capaz de penetrar las células del huésped hasta
gue se desarrolla la enfermedad o SIDA, hay varios pardmetros clinicos a
tener en cuenta y que son indicativos de la evolucion del proceso. Estos
parametros son los valores de los linfocitos T CD4+, los T CD8+ vy la carga
viral principalmente.

Se ha descrito que los niveles de los linfocitos T CD4+ tienden a estar
disminuidos desde el primer momento de la infecciéon, debido a que la
molécula CD4 que se expresa en la superficie de estas células es el principal
receptor del virus. Por su parte la carga viral tiende a variar dependiendo de
la capacidad funcional del sistema inmunitario: se ha demostrado que ésta
se encuentra aumentada en la fase inicial de la enfermedad vy
posteriormente tiende a aumentar de nuevo en la fase progresiva de la
misma. Sin embargo los linfocitos T CD8+, que son los que constituyen la
principal defensa inmunoldgica contra el virus, bien sea a través de la
liberacién de B-quimiocinas (como MIP-1a, MIP-1B8 y RANTES) o ejerciendo
un efecto citolitico y directo sobre las células que presenten el antigeno,
comienzan a disminuir en la etapa final de la enfermedad (Yang O., 1998),
cuando el virus ha vencido el sistema inmune y se pone de manifiesto el
deterioro generalizado de este sistema.

Tomando en cuenta estos tres parametros, definitorios vy
caracteristicos de la enfermedad, evaluamos como la presencia del alelo
polimérfico condiciona de alguna manera las fluctuaciones o los niveles de
estas variables.

Los resultados obtenidos a partir del estudio multiparamétrico, en el
que se confrontaron estas tres variables con el genotipo de los pacientes,
indican que sélo existe una clara relacién estadisticamente significativa con
los linfocitos T CD4+ (p=0,038), aunque pudimos observar que el genotipo
de MIP-1B por si solo, no tiene peso estadistico a la hora de definir la
distribucién multiparamétrica de una poblacién.

Por otro lado, la quimiocina MIP-1Bt pudiera tener una implicacion
biolégica importante, al suponer que la alteracion que se produce en su
estructura proteica pudiera comprometer la interaccion con los
proteoglicanos e impedir que ésta se concentre en los lugares donde se esta

produciendo el proceso inflamatorio, lo cual constituye un paso fundamental



en el reclutamiento de subtipos celulares especificos, y cuya mala funcién
podria explicar una disminucién de la respuesta celular especifica. De éste
modo, se pudiera plantear de forma hipotética, que esta quimiocina una vez
secretada por las células responsables, al no poder adherirse a los
proteoglicanos, no se mantendria en los tejidos, y pudiera ser eliminada con
mayor facilidad. Sin embargo, antes de hacer algin tipo de afirmacién

concluyente, habria que realizar ensayos que demuestren esta posibilidad.

6.3. Utilidad y aplicabilidad del Estandar Interno en la
valoracion del mRNA de MIP-113.

Las quimiocinas MIP-1a y MIP-1B se han caracterizado por intervenir
en el desarrollo de multiples actividades fisioldgicas y patoldgicas como
hemos mencionado anteriormente en la introduccién. Asi, su expresién y
produccién local definen la localizacion de ciertas células inmunitarias,
contribuyendo al buen funcionamiento del sistema. Por otro lado, el hecho
de que estas quimiocinas no sean constitutivas, sino que se induzcan bajo
ciertas condiciones especiales, nos obligan a evaluar de forma cuantitativa
la expresién del RNA mensajero en cada una de ellas, ya que los cambios
que se produzcan a estos niveles, pudieran implicar alteraciones en el
comportamiento y el desempefio de funciones distintas en las células.

La falta de reactivos especificos (Acs especificos) contra las variantes,
nos impide aplicar métodos de deteccidon proteicos para su evaluacion
diferencial, por lo que el andlisis de la cantidad de mRNA, a pesar de que
constituye un método indirecto, es por el momento la Unica aproximacién
posible.

La necesidad de crear una herramienta que nos permita un estudio
preciso de la expresién de las quimiocinas MIP-1a y MIP-1B3, radica en la
existencia de dos loci génicos codificantes (locus A y locus B) semejantes,
pero distintos, para cada una de ellas. Asi, hay que tener en cuenta la gran
similitud que existe entre ambos loci, donde los mensajeros no sélo se
asemejan en tamafo (en longitud son practicamente iguales), sino que sus
secuencias aminoacidicas presentan un 99% de homologia. Este hecho nos
obliga a disenar estrategias muy precisas que permitan discriminar entre las

diferentes isoformas y estudiarlas por separado, determinando asi la



contribucion de cada uno de los loci en el proceso de sintesis global de la
quimiocina.

Para este tipo de analisis, la técnica de RT-PCR permite realizar el
estudio; sin embargo, hay que tener en cuenta que en el proceso de
amplificacion, las cinéticas de cada uno de los moldes pueden converger en
la meseta de maxima amplificacién, lo cual hace necesario controlar en que
momento se encuentra la reaccién. Hace unos afos, existian diferentes
maneras de controlar el proceso, aunque el uso de controles internos (en el
mismo tubo de la reaccion) habia demostrado ser la metodologia mas
idénea. Sin embargo, desde que se desarrollé la técnica de PCR a tiempo
real, a través de la cual se puede monitorizar todo el proceso de
amplificacion, es posible cuantificar de una manera global y mas precisa el
amplimero que se ha generado.

Ademas de la aplicacion de la RT-PCR, para poder estudiar cada una
de las isoformas por separado, es necesaria la aplicacion de otra técnica que
nos permita una discriminacion entre loci, teniendo en cuenta la elevada
homologia de sus secuencias. En este estudio optamos por la utilizacién de
la enzima Mspl, una enzima de restriccion que nos permite diferenciar cada
uno de los loci a estudiar por la longitud de los fragmentos de restriccion de
los amplimeros (RT-AFLP). Sin embargo, ademas de la diferenciacion de
cada uno de estos fragmentos era necesaria su cuantificacion, para lo cual
empleamos el Estandar Interno que sirve como control de la digestion (y de
la amplificacién si hace falta), asegurando de alguna forma la eficacia de
cada uno de los procesos.

El control del proceso de digestion se torna realmente imprescindible
en el caso de MIP-18 donde, a pesar de que las homologias de los loci Ay B
son muy elevadas, la diferencia nucleotidica que presentan sus secuencias,
se puede discriminar utilizando la enzima de restriccion Mspl. La secuencia
diana de esta enzima (CCGG) sdlo esta presente en el cDNA del locus A, ya
que el locus B presenta otra secuencia (CTGG). Esta diferencia provoca que
se generen dos fragmentos a partir de la digestion del locus A, mientras que
el locus B permanece sin ser digerido y conserva su tamafo original.

Definir el porcentaje de digestion es importante, ya que nos permite
no sobrevalorar la cantidad de locus B y no subvalorar la cantidad de locus

A, ya que al no producirse una digestion total, queda una proporcion de



locus A sin digerir y si esto no se contabiliza, esta parte de A es cuantificada
como locus B. De esta manera, al controlar el proceso global, podremos
recuantificar finalmente cada uno de los loci y valorar de forma mas exacta,
la participacién de ellos en el proceso de expresiéon de la proteina. La
aplicacion de esta metodologia al estudio de la induccidon de ambos loci de
MIP-18 en las células U-937, nos ha permitido demostrar que ambos loci
pueden regularse de manera distinta bajo determinados estimulos. Ademas,
los estudios muestran que el locus B, en general contribuye de manera
minoritaria a la sintesis del mMRNA de MIP-183, siendo el locus A, el principal
responsable de la misma.

Aunque los resultados obtenidos a partir de la técnica de rt-PCR (PCR
a tiempo real), confirman que la aproximacién metodoldgica con el Estandar
Interno parece proporcionar resultados globalmente equiparables y por lo
tanto aceptables, con la rt-PCR no es necesario el uso del Estandar para
controlar este proceso de amplificacién, puesto que esta técnica permite un
seguimiento continuo de la reaccidn de amplificacion. Con la rt-PCR se
realiza una cuantificacion de forma global, a través de la utilizacién de
amplimero de concentracidon conocida que permite definir valores de
amplificacion estandarizables.

De esta forma, a través de la combinacion de la rt-PCR (que
cuantifica las quimiocinas de forma global), y posteriormente la adicién del
estandar Interno (que controla el proceso de digestidon), se puede
determinar de una manera fiable la participacién de cada uno de los loci en

el proceso de sintesis global de cada quimiocina.

6.4. Expresion diferencial de MIP-113 en PBMCs y linfocitos T
CD8+.

El importante papel que juega la producciéon de MIP-1B3 por parte de
los PBMCs y sobre todo por los linfocitos T CD8+, en la fisiopatologia de la
infeccion por el VIH se ha comentado ampliamente, sin embargo cabe
recordar de nuevo que en condiciones normales los niveles de MIP-1B que
se pueden detectar en las diferentes células y tejidos son muy bajos o
imperceptibles, y debido a que ésta es una quimiocina inducible, al igual

gue MIP-1q, se precisa un estimulo que favorezca su expresion.



Estudios anteriores han demostrado que la infeccion por el VIH es
capaz de inducir de manera importante, la produccién de MIP-18B, tanto en
PBMCs (Zagury et al., 1998) como en linfocitos T CD8+ (Cocchi et al.,
1995), y que los niveles detectados en ambos casos se han asociado con
diferentes estadios de la enfermedad (Ullum et al., 1998; Cocchi et al.,
2000).

El papel de estas B-quimiocinas en la patogénesis del VIH ha sido
demostrado hace unos anos. El estudio realizado por Cocchi y colaboradores
sefala que los niveles de MIP-1a y MIP-18 producidos a partir de linfocitos T
CD8+ son significativamente menores en pacientes VIH+ con valores de
linfocitos T CD4+ inferiores a las 200 céls /ul, que los niveles detectados en
pacientes asintomaticos (niveles de CD4+ superiores a las 200 céls/ul),
mientras que, en cuanto a la produccién de RANTES, no se encontré
ninguna asociacion (Cocchi et al., 2000). Por lo tanto, la producciéon de
estas quimiocinas a partir de las células T CD8+ se correlaciona con los
niveles de linfocitos T CD4+, con los de CD8+ y en consecuencia, con el
diagnéstico clinico del paciente. Por otro lado, también estos estudios
reportaron que los niveles de MIP-1a, MIP-1B y RANTES, producidos por
linfocitos T CD8+ activados, eran suficientes para suprimir la infeccién de
células por la cepa M-trépica del VIH-1 in vitro, constituyendo de esta forma
el principal componente anti-viral contra el VIH.

En nuestro estudio hemos intentado evaluar si existe alguna relacion
entre el polimorfismo del locus B de MIP-18 y la expresiéon de esta
quimiocina a partir de linfocitos T CD8+ activados. Al evaluar los tiempos en
que se induce la mayor cantidad de quimiocina, tanto en pacientes VIH+
como en individuos sanos de diferente genotipo, se pudo observar que en
los individuos homocigotos bb la expresidn de esta quimiocina se da de
forma mas retrasada en ambos grupos (a las 24 horas). También hemos
observado, que en los pacientes VIH+ de genotipo heterocigoto, la
inducciéon maxima de MIP-1B se consigue a las 24 horas, mientras que en
los controles sanos se da a las 6 horas. El conjunto de estos datos nos hace
suponer, que el cambio de base producido en la secuencia aceptora del
segundo intrén, del locus B de MIP-1B, ademas de crear un lugar aceptor
no-canodnico, puede influir en los procesos de transcripcién celular,

provocando un retraso en la expresion proteica. Por el contrario, el



polimorfismo del locus B no pareciera influir de ninguna manera en la
estimulacién de MIP-1B por parte de los PBMCs activados de pacientes
VIH+. Los picos de induccidn maxima de la expresion de este locus se
producen a los mismos tiempos, tanto en homocigotos BB, como en
heterocigotos y homocigotos bb. Sélo en el individuo sano bb, la presencia
de este alelo si que pareciera influir en el retraso de la expresién de esta
guimiocina. La aportacién de los monocitos y del resto de linfocitos puede
explicar esta diferencia con respecto a los linfocitos T CD8+.

Las diferencias de expresiéon de MIP-1B3, que se observan a partir de
estos grupos celulares en los diferentes genotipos, pudieran explicarse a
través de dos suposiciones: en primer lugar, si la mutacién que origina el
polimorfismo del locus B de MIP-18 se acompafia de otra mutacién en la
zona de transcripcién, ésta podria comprometer de alguin modo el proceso
de regulacion de la expresion del mRNA de esta quimiocina; y en segundo
lugar, si la mutacion que se produce en alelo b, alterara el proceso de
transcripcion normal de la quimiocina codificada por el alelo B, bien sea de
forma positiva o negativa, las condiciones normales de sintesis de ésta
guimiocina se verian alteradas y pudiera darse el caso, que una hipotética
retroalimentacién sobre la regulacién de la transcripcidn llegara a producir
cambios en los niveles de mRNA. La primera suposicion sin embargo,
tendria que ser confirmado a través del estudio de la region 5’ reguladora
de este gen, que compruebe que existe algun cambio de estas secuencias y
gue pudieran alterar preferencialmente la induccién de la expresién en los
linfocitos T CD8+. De cualquier manera, en base a cualquiera de estas dos
situaciones podriamos explicar el retraso que se observa en la expresion de
MIP-18, por parte de los linfocitos T CD8+ de genotipo homocigoto bb, con
respecto a los homocigotos BB. Por su parte los heterocigotos controles, a
pesar de que también portan el alelo polimérfico, no evidencian un retraso
en su expresion al estimular los linfocitos T CD8+. El hecho de que en los
pacientes VIH+ si que se produzca este retraso, podria explicar una mayor
“demanda” en la produccion del locus B (en comparacion con los controles),
puesto que ya se ha comentado, que en los VIH+ la induccién de MIP-183 es
claramente superior. Por otro lado, destaca también que en algunos

pacientes VIH+, se demuestra una induccién preferencial del locus B, que



llega a superar la cantidad de mRNA del locus A en un efecto no observado
nunca en los controles sanos.

Por otro lado, las diferencias que se observan en cuanto a la
expresiéon de MIP-1B, por parte de los linfocitos T CD8+ y los PBMCs,
pudieran deberse a las diferencias que presentan ambos grupos celulares en
sus secuencias genomicas. Estudios ya comentados en la introduccion, a
nivel gendmico de la zona 5’ reguladora de la quimiocina MIP-183
demuestran que existen tres copias de la secuencia 5'-GAGGAA-3’, que
representa el sitio de unién para el factor de transcripcién PU.1 (Klemsz et
al., 1990). La expresion de este factor sélo se ha observado en monocitos y
linfocitos B, pero no en linfocitos T (Ziegler et al., 1991). Por lo tanto, la
presencia de este factor en estos grupos celulares, pudiera jugar un papel
importante en la expresion de MIP-1B8 por monocitos y linfocitos B
activados. En base a este hecho, se pudiera explicar de alguna forma, las
diferencias que se observan en cuanto a la expresion de MIP-1B a partir de
PBMCs estimulados de individuos control y pacientes VIH+ de genotipo bb,
en los que la hipotética mutaciéon de las 15 pb pudiera haber alterado la
regulacion de esta “zona no T”, o que la retroalimentacién afectara también

soOlo a estas zonas.

6.5. Influencia del polimorfismo del locus B de MIP-13 en la
expresion del receptor CCR5 en linfocitos T CD4+, T CD8+ vy

monocitos.

El receptor de CC quimiocinas CCR5 representa uno de los elementos
principales que intervienen en la fisipatologia de la infeccidon por el VIH,
desde que se identific6 como uno de los principales correceptores de las
cepas M-trépicas de este virus.

El CCR5, al permitir junto con la molécula de CD4 la entrada del virus
a la célula, es capaz de promover una fuerte resistencia frente al mismo,
cuando se altera su estructura original a causa de la delecidn de 32 pb a
nivel del DNA gendmico. La resultante de esta delecién es una proteina no
funcional que no se expresa en la superficie de la célula y por lo tanto
otorga cierta resistencia frente al virus. La expresion de este receptor en

monocitos, linfocitos T CD4+ y T CD8+ estd ampliamente documentada.



También se ha descrito que la intervencidon de diferentes estimulos, tanto
enddégenos como exdgenos, regulan de forma positiva o negativa la
expresion de CCR5 en la superficie de estas células. Diferentes estudios han
demostrado que la IL-2 es capaz de inducir la expresidon de este receptor en
la superficie de los PBMCs (Patterson et al., 1999) y de los linfocitos (Bleul
et al., 1997). Por el contrario, se ha observado que sus ligandos (MIP-1q,
MIP-1B8 y RANTES) pueden actuar ejerciendo el efecto inverso luego de
haber activado la célula.

En nuestro estudio, quisimos correlacionar el polimorfismo del locus B
de MIP-1B con la expresién diferencial que experimenta este receptor, en
los distintos tipos celulares (linfocitos T CD4+, CD8+ y monocitos) de
pacientes VIH+, y evaluar de alguna forma, si la alteracion de esta
quimiocina determina o influye en los cambios que se producen a este nivel.

En cuanto a los linfocitos T CD4+, se observa que la expresidon de
este receptor, en condiciones normales (ausencia de infeccién viral), es
mucho mayor en los individuos homocigotos BB que en los heterocigotos y
a su vez el numero de células T CD4+ que expresan CCR5 en estos ultimos,
es mayor que en los individuos homocigotos bb. A diferencia de los
individuos control, en los pacientes VIH+, la distribucién en la expresion de
este receptor en linfocitos T CD4+ es totalmente inversa, en los distintos
genotipos. En estos pacientes son los individuos homocigotos bb, los que
presentan una mayor expresion del receptor, mientras que los homocigotos
BB lo expresan en menor proporcion.

Si bien es cierto que la dimerizacion de la quimiocina es importante
para que ésta se una al receptor de forma eficiente y se produzca una
disminucidn de la expresién, tras la activacion promovida, pudiéramos
suponer, que la alteracion proteica que afecta a la quimiocina MIP-18t,
codificada por el locus b, afectaria la estabilidad natural de la proteina,
alterarando su dimerizacion y en consecuencia afectaria también la unién
del ligando a su receptor. Si esto fuera cierto, ya que serian necesarias las
pruebas funcionales con esta proteina para afirmar esta suposicién, la
guimiocina no actuaria eficazmente sobre su receptor, ni induciria las
actividades bioldgicas normales sobre el mismo, incluyendo la down

regulacion de su expresion en la superficie de la célula. Por lo tanto, la



expresion del receptor se mantendria aumentada, y favoreceria la
posibilidad de interaccién entre el virus y la célula.

En cuanto a los linfocitos T CD8+, se observa que la expresion del
receptor CCR5 en individuos normales es homogénea y no presenta
diferencias entre un genotipo y otro. Sin embargo, a diferencia de éstos, en
los pacientes VIH+ ademas de producirse un aumento en la expresion de
este receptor, se observan algunas diferencias entre los distintos genotipos.
Mientras que el aumento de expresién que se produce en los pacientes
homocigotos, tanto bb como BB es equivalente y no presenta diferencias, el
aumento que se observa en los pacientes heterocigotos es mucho mayor.
Esta diferencia de expresion entre los heterocigotos y ambos grupos de
homocigotos pudieran ser provocadas por las interacciones que se
establecen entre las dos formas de la quimiocina, codificadas a partir de los
alelos b y B que presentan estos individuos. En este sentido, probablemente
la presencia de la forma MIP-1Bt podria alterar la establidad de la forma
MIP-1B o tal vez interferir en las interacciones de MIP-1B con el receptor y
restar o disminuir la activacion que esta quimiocina es capaz de ejercer
sobre este receptor de manera normal. Por lo tanto, si la activacion del
receptor modula su expresién en la superficie de la célula, al verse alterada
probablemente por la escasa eficiencia de esta quimiocina, se mantendria
aumentada su expresidn y en consecuencia las probabilidades de que el
virus interactle con éste. En cualquier caso, ésto no deja ser sdélo una
elucubracion que intenta explicar este resultado tan intrigante.

A diferencia de los dos tipos celulares anteriores, en los que se
observan algunas diferencias de expresidon del receptor CCR5 entre los
individuos controles y los pacientes VIH+, a nivel de los diferentes
genotipos, en los monocitos no ocurre lo mismo. En individuos controles, la
expresion del receptor CCR5 se distribuye de forma homogénea entre los
diferentes genotipos, al igual que ocurre en los pacientes VIH+. Asi mismo,
tampoco se observan diferencias claras entre pacientes y controles, y los
resultados indican que no pareciera existir alguna tendencia definida, en

relacién con el genotipo de MIP-18.



6.6. Relacion del polimorfismo del locus B de MIP-1 con los
polimorfismos del receptor de quimiocinas CCR5 y de la quimiocina

SDF-1, en la poblacion de pacientes VIH+.

Como ya hemos reiterado en multiples ocasiones a lo largo de este
trabajo, la historia natural de la infeccion por el virus del VIH, se puede ver
alterada, de forma positiva (retrasando la aparicion del SIDA), o bien de
forma negativa (acelerando la aparicion de la enfermedad), gracias a la
intervencion de diversos elementos (los receptores de quimiocinas CCR5 y
el CXCR4, y las quimiocinas SDF-1, MIP-B, MIP-1a y RANTES) que
intervienen e interactian con el virus de forma directa o indirecta,
regulando de alguna forma el proceso de infeccion.

La importancia de CCR5 en la fisiopatogenia de la infeccidon por el
VIH, se debe a la delecién de 32 pb en la secuencia de este gen, que
provoca la sintesis de una proteina mas corta y defectuosa que no es capaz
de expresarse en la membrana celular, y que le confiere cierta resistencia a
las células frente a las cepas (M-trdpicas del virus principalmente).

Por otro lado, el polimorfismo descrito para la quimiocina SDF-1,
debido a un cambio de base a nivel del pre-mRNA, provoca un defecto en la
traduccion de esta quimiocina en su forma B. Esta alteracion se ha visto
asociada con una regulacién positiva de la biosintesis de la forma o de esta
guimiocina, mostrando una mejora en la progresion de la enfermedad en
aquellos individuos que portan este alelo.

A partir de lo anteriormente expuesto, nuestro estudio ha evaluado,
si existe alguna relacion en cuanto al polimorfismo del receptor CCR5 y de
la quimiocina SDF-1, respecto al que hemos descrito para el locus B de MIP-
1B.

En cuanto a CCRS5, los valores obtenidos demuestran que el mayor
porcentaje de heterocigotos CCR5+/CCR5A32 se encuentran distribuidos
dentro del grupo de los VIH+ Bb (56,2%). Esta diferencia provoca que la
distribucién del alelo CCR5A32 sea mucho mayor dentro de este grupo
(8,8%) en relacién a la que se obtuvo en los pacientes BB y bb (4,3% y 0%
respectivamente).

Teniendo presente que el alelo b de MIP-18 codifica para una proteina

mas pequefia, inestable y “poco funcional”, y que los individuos



heterocigotos para este polimorfismo son portadores de este alelo, y
ademas, conociendo que CCR5A32 es un alelo que ofrece cierta proteccion a
las células, frente a la infeccion del VIH por las cepas M-trépicas,
pudiéramos suponer que, el aumento de la frecuencia alélica de CCR5A32,
dentro de este grupo (VIH+Bb), compensaria de alguna forma la carencia
funcional del alelo b, protegiendo a la célula y al individuo frente a la
infeccidn por el VIH.

En cuanto a SDF-1, hemos observado que la distribucion del alelo
SDF-1 3’A dentro de los grupos de pacientes VIH+ BB, bb y el grupo
general (que incluye los tres genotipos) es menor a la distribucion que se
observa en los pacientes VIH+ de genotipo bb.

Sabiendo que la presencia del alelo SDF-1 3’A, en los pacientes VIH+
influye en una progresion favorable, ya que retrasa la aparicion del SIDA,
pudiéramos pensar que el porcentaje aumentado de este alelo en el grupo
de los pacientes VIH+ de genotipo bb se debe a una compensacién de la
funcionalidad de la quimiocina MIP-1B por parte de SDF-1. Estos individuos,
al presentar ambos alelos polimérficos, no serian capaces de producir una
quimiocina normal y “funcional”, quedando eventualmente “desprotegidos”
frente a la infeccidn por el virus. De esta manera, la regulacion positiva que
se produce a nivel de la biosintesis de la forma o de la quimiocina SDF-1
(provocada por el defecto del gen SDF-1 3’A), compensaria de alguna forma
(a nivel general), los defectos de MIP-18.

Sin embargo, el hecho de no contar con un mayor numero de
muestras evaluadas para ambos polimorfismos, nos impide sacar
conclusiones mas precisas, y dado que ésto no deja de ser sdélo una
aproximacion hipotética, que intenta explicar lo que hemos observado,

estos datos soélo sirven para ampliar las areas a analizar.

Finalmente, a partir de todos estos resultados, podemos establecer
gue MIP-18B ejerce un efecto diferencial sobre sus células diana, debido a las
distintas iso- y alo-formas que presenta. De este modo, las diferencias en
los niveles de expresién, que se observan tanto en PBMCs como en
linfocitos T CD8+, de individuos control y pacientes VIH+, posiblemente se
deben a una alteracién en la regulacion génica normal de esta quimiocina,

relacionada de algin modo con la accidn de estas variantes.



Estamos pués frente a resultados que apuntan hacia nuevos campos
de estudio, en los que la variabilidad de accién de lo codificado se multiplica
ante la presencia de la redundancia genética, variaciones en los
mecanismos de regulacién y polimorfismos interindividuales, siendo las
guimiocinas como la CCL4 uno de los ejemplos mas sujerentes; en el que
ademas, la funcién final se interelaciona y modula dentro de una amplia red

de elementos redundantes.



7. CONCLUSIONES:

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

7.1. CONCLUSIONES METODOLOGICAS:

7.1.1. Respecto a la técnica de tipificacion alélica del polimorfismo del

locus B de la quimiocina MIP-1B:

7.1.1.1.

7.1.1.2.

7.1.1.3.

La técnica de PCR-SSP proporciona resultados de rapida
valoracion aunque relativamente poco confiables por su
baja precision.

La técnica de PCR-SSO con hibracién proporciona
resultados precisos y fiables que permiten una
tipificacién exacta del polimorfismo.

La secuenciaciéon nucleotidica es la metodologia mas

segura y precisa.

7.1.2. Respecto a la rt-PCR para la cuantificacion diferencial de los loci
Ay B en el mRNA transcrito de MIP-18:

7.1.2.1.

7.1.2.2.

La técnica de rt-PCR permite cuantificar con rapidez y
precision la cantidad de mensajero de MIP-18 y de MIP-
la.

El uso del estandar interno permite determinar
cuantitativamente la expresién de los loci A y B de las
guimiocinas MIP-1 o y MIP-183, definiendo la contribucién
relativa de cada locus al total de la quimiocina

individual.

7.2. CONCLUSIONES BIOLOGICO- FUNCIONALES:

7.2.1. Respecto a la valoracion del polimorfismo del locus B de la

quimiocina MIP-183:



7.2.1.1.

7.2.1.2.

7.2.1.3.

La frecuencia gendmica en la poblacion normal es la
siguiente: El 70% de los individuos son homocigotos BB,
el 27% heterocigotos (Bb) y el 3% homocigotos para el
alelo polimérfico (bb).

La frecuencia alélica en la poblacibn normal es la
siguiente: 83% de alelos By 16,5% del alelo b.

Los pacientes VIH+ son los que presentan mas
discrepancias con respecto a la poblacién normal, en
cuanto a frecuencia alélica y frecuencia gendmica
(frecuencia alélica p=0.0065), mostrando interesantes
relaciones con el polimorfismo de CCR5 y en menor

grado con el de SDF-1.

7.2.2. Respecto a la regulacion de la expresion de mRNA de MIP-

18:

7.2.2.1.

7.2.2.2.

7.2.2.3.

7.2.2.4.

Si bien los loci A y B, se regulan de manera diferente en
las células U-937, las cinéticas de expresién de mRNA
son equivalentes en PBMCs vy linfocitos T CD8+ de
pacientes VIH+ y en controles.

En general el locus B contribuye de manera minoritaria a
la sintesis de mMRNA de MIP-183, siendo mas importante
su expresion en los linfocitos T CD8+ que en los
monocitos; en cambio los PBMCs de algunos pacientes
VIH+, presentan una induccion preferencial del locus B,
efecto no observado en los controles.

En cuanto a la cinética de inducciéon del mRNA destaca el
retraso que muestran los linfocitos T CD8+ de los
heterocigotos Bb y los homocigotos bb.

Los niveles de expresion del receptor CCR5 en linfocitos
T CD4+ de pacientes VIH+ son diferentes a los que
presentan los controles, mientras que en los T CD8+ y
monocitos son similares; aunque los linfocitos T CD8+
de los pacientes VIH+ heterocigotos muestran un mayor
nivel de CCR5.
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