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Resumen

Introduccion. La entrada del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) a su célula
blanco CD4* es un proceso que involucra multiples pasos. La interaccion del VIH-1 con la
célula ocurre principalmente por uniones no especificas a lectinas, proteoglicanos de
heparan sulfato que son glicosaminoglicanos (GAGs) unidos a una cadena proteica,
glicolipidos, o por interacciones entre ligando y receptor del virus con proteinas de la
superficie celular. Se ha descrito que glicoconjugados sulfatados como glicolipidos y GAGs
en la superficie de las células del colon, del epitelio vaginal y de la glia, se unen a la
glicoproteina gp120 de la envoltura del VIH-1, lo que sugiere que estos glicoconjugados
pueden tener un papel importante en la entrada del virus a la célula y en la infeccién. Los
GAGs son compuestos polisacaridos polianidnicos que se encuentran en practicamente
todas las membranas celulares y en algunos fluidos, como la leche humana. El condroitin
sulfato (CS) y la mezcla de heparan sulfato/heparina son las especies que predominan en
la leche humana. En estudios previos in vitro se demostré la capacidad que tienen los GAGs
de la leche humana para inhibir la union de gp120 con el receptor celular CD4 y que tienen
un efecto inhibitorio potente en la infeccién de células CD4* por cepas de referencia y
aislados primarios del VIH-1. Se ha descrito también que la leche humana disminuye la
expresion del receptor para quimiocinas y correceptor para el VIH-1: CCR5 en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs), lo que podria sugerir ademas, que los GAGs
presentes en la leche, podrian tener un efecto sobre las células CD4*, que contribuya a la
inhibicion de la infeccion del VIH-1, mediante la desregulacion de la expresion de CCR5 y

de esta forma prevenir la entrada del virus a la célula.



Objetivo. Caracterizar el efecto inhibidor de los GAGs de la leche humana en la infeccién
in vitro del VIH-1 y evaluar su posible impacto sobre las células humanas CD4".

Métodos. Se utilizaron dos cepas de referencia linfotrépicas del VIH-1 con tropismo X4:
VIH-1ue y VIH-1wun, la linea celular de linfocitos humanos MT2 y CS de cartilago de tiburén
como control positivo de inhibicidn de la infeccion in vitro por el VIH-1. Los ensayos de
inhibicién se realizaron al pre-incubar diluciones seriadas de GAGs y CS (para comparar
con GAGs de origen no humano) con los sobrenadantes virales de VIH-1us y VIH-1mn, antes
de infectar a las células MT2. Después de 5 dias se cuantificd en el sobrenadante de cultivo
por ELISA, la concentracion del antigeno P24 de la capside del VIH-1 y de las quimiocinas
SDF-1y MIP-1a, MIP-18 y RANTES. Se consideré una inhibicidn significativa de la infeccion
viral, cuando la reduccién en la concentracién de P24 fue 280% con respecto al control. En
las células MT2 de los ensayos de inhibicidn, se realizd la medicion cuantitativa por
citometria de flujo de la expresiéon de los receptores CD4, CXCR4 y CCR5, asi como del
marcador de activacion inmune CD38 y del flujo de calcio (Ca?*) intracelular. En los ensayos
de inhibicién se probaron 6 grupos de muestras: controles de células MT2, controles de los
2 glicoconjugados (MT2 con CS o GAGs), controles de infeccion (células MT2 infectadas
sin glicoconjugado) y las muestras a evaluar (células MT2 infectadas con glicoconjugado).
Los datos se expresaron como el promedio + el error estandar de los triplicados de cada
condicion por experimento y son representativos de 3 experimentos independientes.
Resultados. Los GAGs de la leche humana inhibieron de forma significativa la infeccion
de las células MT2 por las cepas VIH-1us (91-100%) P<0.0001 y VIH-1un (86-98%)
P<0.0001 en comparacion al control de CS (41-61% y 58-83%, respectivamente). No se
observé una diferencia significativa en el efecto de los GAGs sobre la expresion de los
receptores CD4, CXCR4 y CCRS5, ni en las concentraciones de sus respectivos ligandos:
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SDF-1, MIP-1a, MIP-1B8 y RANTES. Por lo tanto, en estos modelos de infeccidon con cepas
X4 del VIH-1, se excluye la posibilidad de que los GAGs de la leche estimulen la produccion
de SDF-1, que pudiera inhibir la infeccién por VIH-1 al competir por el correceptor CXCR4
con el virus. No se encontraron diferencias en las determinaciones del flujo de Ca?*
intracelular ni en la expresion de CD38 en las células MT2. Se observo que la desregulacion
de la expresién de CD4 ocasionada por el VIH-1 en las células MT2 infectadas, se revirtio
con las dosis mas altas de los GAGs y CS.

Conclusiones. La actividad inhibitoria de los GAGs sobre la infeccién in vitro de células
CD4* por el VIH-1, se atribuye principalmente a su interaccion directa con la glicoproteina
gp120 de la envoltura viral, debido a que no se encontré que tuvieran ningun efecto
significativo sobre las células CD4*, en cuanto a su estado de activacion, a la expresion de
los receptores para el VIH-1, ni en la produccién de quimiocinas. Debido al potente efecto
inhibidor que han mostrado los GAGs de la leche humana en la infeccién in vitro por el VIH-

1, podrian proponerse como candidatos a agentes microbicidas para el virus.
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Abstract

Introduction. HIV-1 entry into its target CD4* cell is a process that involves multiple steps.
The initial interaction of HIV-1 with the cell occurs mainly by non-specific binding to lectins,
heparan sulfate proteoglycans that are protein chains linked to glycosaminoglycans (GAGSs),
glycolipids, or by ligand-receptor interactions of the virion with cell surface proteins. Sulfated
glycoconjugates such as glycolipids and GAGs present on the surface of colonic, vaginal
epithelial and neuroglial cells bind to HIV gp120 envelope glycoprotein, suggesting that
these glycoconjugates may have a role in HIV entry and infection. GAGs are polyanionic
polysaccharides that are found ubiquitously in cell membranes and some fluids such as
human milk. Chondroitin sulfate (CS) and sulfated heparan sulfate/heparin are the main
species found in human milk. Previous in vitro studies showed that human milk GAGs inhibit
HIV gp120 binding to its host cell CD4 receptor and have a potent inhibitory effect on CD4*
cell infection by HIV-1 laboratory strains and primary isolates. It has also been reported that
human milk decreases the expression of chemokine receptor and HIV co-receptor: CCR5
in human PBMCs, suggesting that GAGs could also have an effect on CD4* cells that
contribute to inhibiting HIV-1 infection by downregulation of CCR5 expression and

preventing HIV-1 entry.

Objective. To characterize the inhibitory effect of human milk GAGs on HIV-1 infection in

vitro and evaluate their possible impact on human CD4" cells.

Methods. Two HIV-1 lymphotropic reference strains with X4 tropism: HIV-11s8 and HIV-1wun,
MT2 human lymphocyte cell line and CS from shark cartilage as a positive inhibition control
of HIV infection in vitro were used. Inhibition assays were performed by preincubation of
serial dilutions of human milk GAGs and CS (for comparison with non-human GAGs), with
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HIV-1us and HIV-1un supernatants before infecting the cells. After 5 days, HIV-1 p24 antigen
and chemokines SDF-1 and MIP-1a, MIP-18 and RANTES were quantified by ELISA in
culture supernatant. Significant inhibition of viral infectivity was defined as 280% reduction
in p24 concentration with respect to the control. MT2 cells from the inhibition assays were
analyzed by FACS for expression of CD4, CXCR4 and CCRS5 receptors, as well as the
immune activation marker: CD38 and the intracellular calcium (Ca?*) flux. Six groups of
samples were tested in inhibition assays: MT2 controls, glycoconjugates controls (MT2 plus
CS or GAGs), infection controls (infected MT2 with no glycoconjugates) and samples to test
(infected MT2 plus CS or GAGs). Data were expressed as the mean * the standard error of
triplicate wells for each condition per experiment and are representative of 3 independent

experiments.

Results. Human milk GAGs significantly inhibited MT2 infection by HIV-1us (91-100%)
P<0.0001 and HIV-1un (86-98%) P<0.0001 in comparison to CS (41-61% and 58-83%
respectively). No significant difference was observed in the effect of GAGs on CD4, CXCR4
and CCRS5 expression neither in the concentration of their respective ligands: SDF-1, MIP-
1a, MIP-1B8 and RANTES. Hence, these HIV-1 X4 infection models rules out the possibility
that human milk GAGs induce SDF-1 production that could inhibit HIV-1 infection by
competing for CXCR4 receptor with the virus. There were also no differences in intracellular
Ca?* flux, nor CD38 expression in MT2 cells. CD4 downregulation due to HIV-1 in infected

MT2 cells was reverted at highest human milk GAGs and CS doses.

Conclusions. The inhibitory activity of human milk GAGs on HIV-1 infection of human CD4*
cells in vitro is attributed mainly to their direct interaction with gp120 viral envelope

glycoprotein, because they did not show a significant effect on CD4* cells, in terms of their



immune activation status, the expression of HIV-1 receptors or chemokine production. Due
to the potent inhibitory effect of human milk GAGs have shown in HIV-1 infection in vitro,

they could be proposed as potential HIV-1 entry inhibitors and they may qualify as efficient

microbicide agents for the virus.
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Introduccion

Epidemiologia y clasificacion del VIH

El programa conjunto de las naciones unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA) estimo6 que a
finales del 2017 existian 36.9 millones de personas infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) en todo el mundo (ONUSIDA, 2018). En México la
Secretaria de Salud a través del Centro Nacional para la Prevencion y el Control del VIH y
el SIDA (CENSIDA) reporté que desde 1983 hasta el 2018 el numero de casos notificados
de SIDA era de 196,227, de los cuales el 82.1% corresponde a hombres y el restante 17.9%
a mujeres. La principal via de transmision del VIH es la sexual con el 94.7% de las
infecciones, seguido de la via sanguinea con 3.4% y la via perinatal con 1.9%. En el 2017
el numero de nuevos casos de VIH fue de 8,213 y de SIDA 5,670. Actualmente 152,787
personas viven con VIH y SIDA, aunque se estima que existe un subregistro importante de
la cantidad de personas infectadas con el virus. Los grupos de edad con la mayor
prevalencia de SIDA en México son 30-34 afios con el 19.2%, 25-29 afios con el 18.1% y

35-39 afios con 16% (CENSIDA, 2018).

El VIH es clasificado en dos tipos: VIH-tipo 1 (VIH-1) y VIH-tipo 2 (VIH-2), que presentan
diferencias en su origen evolutivo, la organizacion de su genoma y en su infectividad, se
sabe que el VIH-1 es mas virulento que el VIH-2. Otra diferencia notable entre los 2 tipos
de VIH es su distribucion geografica, pues el VIH-2 es endémico de ciertas regiones de
Africa, mientras el VIH-1 se encuentra distribuido en todo el mundo, por lo que existe un
mayor numero de personas infectadas con el (Fanales-Belasio et al., 2010). Una amplia
heterogeneidad genética caracteriza al VIH-1, esta caracteristica le es conferida por

diversos factores como son la incapacidad de la transcriptasa reversa para corregir errores



o eventos recombinantes durante la replicacion. Esta diversidad genética ha resultado en
la generacion de diversas variantes del VIH-1 que son clasificados en cuatro grupos
filogenéticos principales: M, O, Ny P. El grupo M se puede subdividir en subtipos o clados
(A-K). A través de estudios epidemioldgicos moleculares se ha establecido que el VIH-1
presenta un patrén de distribucion geografica que se traduce en la prevalencia de ciertos
subtipos del virus en algunas poblaciones. A nivel mundial los subtipos A, B y C representan
cerca del 50% de las infecciones por VIH-1. El subtipo A se encuentra principalmente en
areas de Africa central y oriental y en paises de Europa del Este, el subtipo B predomina
en Europa central y occidental, Australia, las Américas, en el sudeste de Asia, el norte de
Africa y Medio Oriente. Los Virus del subtipo C predominan en el sur de Africa y la India

(Buonaguro et al., 2007; Blood, G. A. C, 2016).

Ciclo de infeccién del VIH-1

El ciclo de infeccion del VIH-1 comienza con su uniéon a la membrana de las células que
expresan a la glicoproteina CD4 (CD4%), que se encuentra en la superficie de las células
precursoras de linfocitos T dentro de la médula 6sea y el timo, asi como en los linfocitos T
maduros, eosindfilos, macréfagos, células dendriticas y células de la glia (Fanales-Belasio
et al., 2010). La glicoproteina CD4 es el receptor principal para el VIH, aunque existen otros
receptores celulares involucrados en el proceso de union de las particulas virales con las
células CD4*, como son los receptores para quimiocinas: CXCR4 y CCRS, que se han
descrito como correceptores para el virus. Las quimiocinas son proteinas pequefas de 70
a 90 residuos de aminoacidos que promueven el reclutamiento de células inmunes (Berger

et al., 1999; Fanales-Belasio et al., 2010; Barré-Sinoussi et al., 2013).



El complejo heterodimérico compuesto de las glicoproteinas gp120 y gp41 de la envoltura
viral (Env) interacciona con el receptor CD4, provocando un cambio conformacional en
gp120 que deja expuestos dominios especificos que se unen a su vez a los correceptores
CXCR4 y/o CCRS5. Esta doble interaccion le permite al virus unirse a su célula blanco de
manera mas estable. Posteriormente, gp41 penetra a la membrana celular a través de su
extremo N-terminal, mientras que las secuencias repetidas denominadas HR1 y HR2 de
gp41 y que se localizan en la region extracelular, interactuan entre si generando un bucle
que proporciona la fuerza necesaria para acercar a la membrana celular y a la envoltura
viral y favorecer su fusion. Una vez que las membranas se han fusionado, la capside viral
entra a la célula, el ARN viral es liberado al citoplasma y comienza el proceso de
transcripcion reversa del ARN a ADN mediado por la transcriptasa reversa del virus y se
genera una doble hélice hibrida ARN/ADN. Posteriormente, la transcriptasa viral a través
de su accion de ribonucleasa procede a fragmentar la hebra del ARN. Una vez eliminada
la hebra del ARN, la transcriptasa reversa finaliza su tarea generando una hebra de ADN
complementario (ADNc) para formar una doble hebra de ADN virico. La enzima integrasa
es la encargada de insertar el ADN viral en el ADN de la célula hospedera. Cuando el ADN
viral es transcrito, el ARNm del virus migra hacia el citoplasma donde se da la sintesis de
las proteinas virales para la formaciéon de nuevos viriones que posteriormente seran
liberados al medio extracelular para propagar la infeccién (Figura 1) (Fanales-Belasio et al.,

2010; Barré-Sinoussi et al., 2013).
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Figura 1. Ciclo de replicacion del VIH resumido en seis pasos: 1) Union, fusion de

membranas y entrada; 2) Decapsidacion; 3) Transcripcion reversa (TR); 4) Integracion del

ADN viral (provirus); 5) Sintesis de proteinas virales y ensamblaje; 6) Salida de nuevos

virus.



Correceptores para el VIH-1: CXCR4 y CCR5

Los receptores para quimiocinas son una subfamilia de los receptores acoplados a
proteinas G y se clasifican en 4 grupos dependiendo de la posicién de sus residuos de
cisteina con respecto a su amino terminal. Se sabe que al menos 17 de estos receptores
participan como correceptores en el proceso infeccioso del VIH-1; sin embargo, se ha
descrito que los correceptores con mayor participacion en el proceso de entrada del virus a
su célula blanco son los receptores CXCR4 y CCR5 cuyos ligandos en condiciones
normales son las quimiocinas SDF-1 y RANTES, MIP-1a, MIP-1B respectivamente. Los
correceptores promueven la entrada del virus a las células CD4* y son un componente
critico para la patogénesis del VIH-1. Cuando existen alteraciones en la preferencia del uso
del correceptor y en el mecanismo de interaccion con el virus, ocurren consecuentemente,
cambios significativos en la susceptibilidad de las células CD4* a la infeccion, que pueden
influir a su vez en varias facetas de la patogénesis del VIH-1 como son: el establecimiento
de reservorios latentes, la transmision del virus, el tropismo viral, la progresion de la
enfermedad y en la respuesta a los antagonistas del correceptor (Fanales-Belasio et al.,

2010).

Tropismo del VIH-1

La definicidén de tropismo del VIH-1 se refiere a la habilidad del virus para infectar diferentes
tipos de células CD4* y esta influenciada por el uso del correceptor. Los virus M-trépicos
pueden infectar a células T CD4* primarias, macrofagos y monocitos al utilizar al
correceptor CCR5, por eso se les denomina cepas R5; los virus T-tropicos pueden infectar
a células T CD4" y a lineas de células T al usar al correceptor CXCR4 y se les denomina
cepas X4. Los virus con tropismo doble pueden infectar a los tres tipos de células, utilizando

CCR5 y/o CXCR4 y son denominados virus X4R5. Existen estudios donde se ha descrito
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el efecto inhibidor que tienen las quimiocinas SDF-1, RANTES, MIP-1a y MIP-1B en la
infeccion in vitro de las células CD4* por el VIH-1, pues compiten con las particulas virales
por sus receptores diana impidiendo su unién a las células (Fanales-Belasio et al., 2010).
Los aislados virales obtenidos de sangre periférica poco después de la infeccion por VIH-1
y durante la etapa asintomatica de la enfermedad, muestran una predominancia de cepas
R5, mientras la infeccion progresa las cepas X4 aumentan en numero, éstas tienen efectos
citopaticos mayores que las cepas R5 por lo que tienen un papel importante en la
disminucién de las células T CD4* que es una caracteristica distintiva del SIDA (Berger et

al., 1999).

Vias de transmisién del VIH-1 y agentes microbicidas

Las tres vias de transmisién del VIH son: sexual, sanguinea (transfusion de sangre y sus
hemoderivados o por uso de jeringas o punzocortantes contaminados con el virus) y vertical
(transmision de madre a hijo). La mayoria de las infecciones por el VIH son causadas por
las relaciones sexuales sin proteccion, y por o mismo, es la via de transmisién que
representa un gran reto a nivel de salud publica. Actualmente, existe una amplia cantidad
de estrategias y farmacos antirretrovirales que ayudan a prevenir y combatir la transmision
sexual por el VIH, desde el uso de los preservativos, hasta la administracion de la terapia
antirretroviral altamente activa (TARAA) y el uso de microbicidas (Shattock y Moore, 2003;

Connell y Lortat-Jacob, 2013).

Los microbicidas son compuestos que se aplican de manera topica, como agentes
antibacterianos, antivirales y como desinfectantes, en la vagina o en el recto, como medida
de proteccion para las enfermedades de transmision sexual, entre ellas la infeccion por el

VIH. El mecanismo de accién de los microbicidas contra el VIH es por inactivacion directa



a nivel de los receptores celulares o en la superficie del virus, donde el sitio de accién es
sobre gp120 y gp41, o bien a nivel intracelular. Cuando actuan a nivel de mucosa, la
inactivacion es indirecta. Entre los microbicidas de especificidad moderada a alta, destacan
los polimeros anioénicos que impiden los procesos de adsorcion y fusion del virus, debido a
que se unen a la envoltura viral por medio de cargas idnicas negativas, bloqueando asi, la
entrada del virus a la célula blanco. Ademas, estas moléculas anionicas poseen una baja
toxicidad, por lo que sus posibilidades terapéuticas son mas amplias que las de otros
microbicidas como los detergentes o surfactantes (Pauwels y De Clercq, 1996). La
susceptibilidad de los virus al efecto inhibidor de los polianiones depende del tipo de
correceptor que utilice el virus, CCR5 o CXCR4 pues la regién V3 de la proteina gp120 de
los virus X4 presenta mas cargas positivas que las de los virus R5 favoreciendo un mayor
efecto de los polianiones en los virus con afinidad al correceptor CXCR4 (Scordi-Bello et

al., 2005; Connell y Lortat-Jacob 2013).

Glicosaminoglicanos de la leche humana

Debido al papel relevante que juegan los carbohidratos en la interaccion de patégenos con
su célula hospedera, las investigaciones en el area de la Glicobiologia, se enfocaron en
extraer de diferentes fuentes bioldgicas, compuestos sacaridos con potencial microbicida.
En esta busqueda se incluyeron diferentes fluidos biolégicos, entre los que destaca la leche
humana debido a la enorme cantidad de compuestos de naturaleza sacarida que contiene.
La leche humana contiene diversos tipos de oligosacaridos y glicoconjugados como son:
glicolipidos, glicoproteinas, mucinas y glicosaminoglicanos (GAGs), que son
bioldgicamente activos y protegen contra la infeccién de diversos microbios, virus y toxinas
(Newburg, 1996; Newburg, 1999). Los GAGs son polisacaridos lineales polianidnicos que

se unen de forma covalente a un nucleo proteico para formar los proteoglicanos (PGs),
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estos complejos se encuentran de forma ubicua sobre las membranas celulares y en la
matriz extracelular y poseen una amplia diversidad estructural que les permite participar en
una amplia cantidad de procesos celulares como la adhesion celular, la diferenciacion
celular, vias de sefializacién, entre otros (Mikami y Kitagawa, 2017; Wang et al., 2017). La
carga negativa de los GAGs se atribuye a los grupos sulfatos presentes en su estructura
que se encuentran distribuidos en patrones especificos para cada especie. Los grupos
sulfato de los GAGs facilitan la interaccion de tipo idnico con factores de crecimiento,
moléculas de senalizacion intracelular y con las particulas virales. Los GAGs son
clasificados en 2 categorias con base en su composicion quimica, dichas categorias son:
1) no sulfatados cuyo unico miembro es el acido hialurénico (HA), y 2) sulfatados que son
el condroitin sulfato (CS), queratan sulfato (KS), heparina (HP) y heparan sulfato (HS)

(Figura 2) (Gandhi y Mancera, 2008).
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Figura 2. Estructura de las diferentes especies de glicosaminoglicanos.



Se ha descrito que la leche humana contiene una concentracion 7 veces mayor de GAGs
que la leche bovina y el 55% de los GAGs corresponde al CS, el HS constituye el 40% vy el
porcentaje restante se distribuye entre el HA y el DS. Por otra parte, se ha reportado que
los GAGs como el HS participan en la inhibicién de la entrada de patdgenos a su célula
blanco, interactuando directamente con las proteinas virales o bien, con los receptores de
la superficie celular. Estudios previos donde se ha aislado al CS de la leche humana
muestran que este compuesto es capaz de inhibir la unién de la glicoproteina gp120 al

receptor celular CD4 (Coppa et al., 2013; Maccari et al., 2016; Peila et al., 2016).

Antecedentes

Como antecedentes directos a este proyecto, se describen a continuacién los resultados
de 3 trabajos publicados. El grupo de Newburg y colaboradores (1995) reporté el efecto
inhibidor de la leche humana sobre la unidn de las glicoproteinas recombinantes gp120 del
VIH con el receptor CD4. A su vez, este mismo grupo caracterizo a los glicosaminoglicanos
de la leche humana y determiné que la accién inhibidora de los GAGs en la interaccion de
gp120 con CD4, se debia principalmente a especies de condroitin 4- y 6- sulfato (Newburg

et al., 1995).

Posteriormente, Viveros-Rogel y colaboradores (2004) describieron el efecto inhibidor de
los glicoconjugados (glicolipidos y GAGs) de la leche humana sobre cepas del VIH-1 con
tropismo para macrofagos (cepa VIH-1apba) y para linfocitos T (cepa VIH-1srF2), en un modelo
in vitro donde se usaron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y macrofagos
derivados de monocitos. Los resultados obtenidos por este grupo de investigacion
mostraron una inhibicion mayor al 80% de la infeccién y un efecto dosis-dependiente

(Viveros-Rogel et al. 2004).



Lyimo y colaboradores (2009) evaluaron el efecto inhibidor de la leche humana descremada
sobre la infeccién por el VIH-1 en un modelo in vitro exponiendo a la leche, tanto a particulas
virales libres como a PBMCs y a células TZM-bl previamente infectadas. Los resultados
muestran una mayor inhibicion de la infeccién sobre las particulas virales libres que sobre
las células previamente infectadas, en presencia de la leche humana. Este grupo también
evaluo la expresion a nivel de membrana del receptor CD4 y de los correceptores para el
VIH-1: CXCR4 y CCR5 de las PBMCs incubadas en presencia de la leche durante 30
minutos; se observo una disminucién significativa en la expresion fenotipica de CCRS5,
mientras que CD4 y CXCR4 no presentaron diferencias con respecto a los grupos control

(Lyimo et al., 2009).

Justificacion
La importancia del VIH-1 como patégeno a nivel mundial lo ha incluido como un blanco
importante para el desarrollo de estrategias terapéuticas. Sin una vacuna actualmente
disponible, con mas del 90% de nuevas infecciones ocasionadas por la via sexual en paises
como México (CENSIDA, 2018) y una aun insuficiente cobertura médica que brinde acceso
a la terapia antirretroviral (59% a finales de 2017 en el mundo) (ONUSIDA, 2018), la
prevencion sigue siendo la mejor opcion para evitar la propagacion de la infeccion por el
VIH-1. Por esta razon, la identificacion y la generaciéon de nuevas moléculas que bloqueen
la entrada del virus a su célula blanco, se considera una prioridad. Los modelos in vitro
implementados por los grupos de Newburg, Viveros-Rogel y Lyimo han probado la
capacidad de los GAGs para inhibir la infeccion por el VIH-1. Sin embargo, los resultados
donde se obtuvo una baja en la expresion fenotipica del receptor CCR5, sugieren un posible

efecto de los glicoconjugados o algun componente de la leche humana sobre las células
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CD4*. De acuerdo con la informacion previamente reportada, es importante caracterizar el
mecanismo molecular por medio del cual los GAGs de la leche humana inhiben la infeccién
in vitro del VIH-1 y conocer en particular, si tienen algun efecto sobre las células CD4*, con
la finalidad de validar a estos glicoconjugados como potenciales agentes microbicidas y
descartar cualquier efecto negativo de su posible uso en modelos in vivo. La informacion
generada en esta investigacion sera de utilidad para proponer a los GAGs como candidatos

efectivos e inocuos a inhibidores de la entrada de VIH-1 a las células CD4*.

Hipotesis
Los GAGs tendran un efecto de activacion en las células CD4*, que se vera reflejado en el
mantenimiento de la expresion del receptor principal para VIH-1: CD4 y en la regulaciéon

negativa de los correceptores CXCR4 y CCRS5, asi como en el aumento en la produccion

de sus ligandos, mediando la inhibicion de la infeccion in vitro por el VIH-1.

Objetivo general

Caracterizar el efecto inhibidor de los GAGs de la leche humana en la infeccién in vitro del

VIH-1 y evaluar su posible impacto sobre las células humanas CD4+.

Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de los GAGs de la leche humana sobre la expresién fenotipica del
receptor principal para VIH: CD4 y de los receptores para quimiocinas CXCR4 vy
CCRS.

e Analizar si los GAGs inducen en las células CD4*, un cambio en la produccion de
las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 que son ligandos de CCR5 y

CXCR4 respectivamente.
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e Analizar las sefiales de calcio intracelular (Ca?*) y la expresion fenotipica del receptor
CD38* en las células CD4* en presencia de los GAGs de la leche humana, como

una medida de activacion celular.

Materiales

Para evaluar el efecto inhibidor de los GAGs de la leche humana en la infeccion in vitro de
la linea de linfocitos T humanos MT2 (CD4") por el VIH-1, se utilizaron dos modelos de
infeccion con cepas linfotropicas o con tropismo X4: 1.- Modelo de infeccion con la cepa

VIH-1u8. 2.- Modelo de infeccion con la cepa VIH-1un.

1. Material biolégico
Linea celular MT2. La linea celular de linfocitos T humanos: MT2 se derivo del co-cultivo
de células de leucemia de células T del adulto con leucocitos provenientes del cordon
umbilical humano de un donador sano. Las células MT2 expresan principalmente a los
receptores celulares CD4 y CXCR4 y en menor medida a CCR5 y son susceptibles a la
infeccion con cepas del VIH-1 con tropismo X4. Se cultivaron en medio RPMI suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB), 1 % de L-glutamina 20mM y 1 % de
penicilina/estreptomicina (10,000 U/mly 10 mg/ml), a 37 °C, 5 % de CO2y 85 % humedad.
A este medio lo mencionaremos como medio R-10. Las MT2 se cultivaron a una
concentracion de 0.5 x 108 células/ml. Esta linea fue donada por el fondo de reactivos para
la investigacion en VIH/SIDA de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos

de América (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program, por sus siglas en inglés).

Cepas de referencia del VIH-1. Se utilizaron las cepas de referencia del VIH-1:  VIH-1u8
y VIH-1un que se obtuvieron por donacion del NIH AIDS Research & Reference Reagent

Program. La cepa viral VIH-1118 se obtuvo a partir del cultivo de células mononucleares de
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sangre periférica (PBMCs por sus siglas en inglés) o de médula ésea de pacientes
infectados con SIDA o enfermedades relacionadas, mientras que el origen de la cepa VIH-
1wn es a partir de PBMCs de pacientes con SIDA. Ambas cepas tienen una alta capacidad
para replicarse en lineas celulares T humanas y utilizan al correceptor CXCR4 para infectar,

por lo que se les denomina cepas X4.

GAGs de leche humana. Los GAGs se extrajeron a partir de una mezcla de 2 litros de
leches de mujeres norteamericanas, mediante técnicas bioquimicas y de cromatografia de
intercambio anidnico. Se evalud la composicidn y pureza de los GAGs obtenidos por
espectrometria de masas por ionizacion por electrospray asociado a un analizador de
tiempo de vuelo (MS-ESI/TOF) y acoplado a HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucidn) (Briones-Pefna. Efecto de los Glicosaminoglicanos “GAGs” de la leche humana
sobre modelos de infeccién in vitro por el virus de Hepatitis C. Tesis de doctorado

actualmente en proceso).

CS de cartilago de tiburén. Se utilizd CS de cartilago de tiburén de la marca Sigma-

Aldrich® como control positivo de inhibicion de la infeccidén por VIH-1.

2. Material de cultivo, reactivos, equipos e instrumentos para laboratorio. Ver

anexo.

Métodos

Cuantificacion de la proteina de la capside p24 de las cepas VIH-1us y VIH-1mn por un

ensayo inmunoenzimatico en fase sélida (ELISA)

Para determinar la concentracion de VIH-1us y VIH-1wn a utilizar en los ensayos de

inhibicion de la infeccidn por VIH-1 con los GAGs de la leche humana, se realizaron ensayos
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de ELISA para la cuantificacion de la proteina p24 de los concentrados de cada virus. La
proteina p24 forma la capside del VIH-1, por lo que su cuantificacion es una medida directa
de la cantidad de virus producido en el sobrenadante de cultivo y por lo tanto de su
replicacion. Los ensayos de ELISA dirigida a p24 se realizaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante Perkin EImer®. El estuche de ELISA p24 del VIH-1 contiene
una microplaca con 12 tiras removibles con 8 pozos, cada uno recubierto con un anticuerpo
monoclonal de raton anti-p24 del VIH-1. En las placas de 96 pozos se colocaron 200 ul de
muestra y de cada una de las diluciones de la curva estandar del antigeno p24. La curva
estandar se preparé haciendo una dilucion inicial del control positivo (tubo A) y a partir del
cual se hicieron diluciones dobles seriadas en medio de cultivo R10 (tubo B a F), como se
muestra en la Tabla 1. Se reservoé el primer pozo de las tiras seleccionadas debido a que

corresponde al blanco del sustrato.

Estandar (pg/mL) Tubo Diluyente (pL) Adicionar (pL)
4000 A 490 10 Control positivo
200 B 950 50 Tubo A
100 C 500 500 Tubo B
50 D 500 500 Tubo C
25 E 500 500 Tubo D
12.5 F 500 500 Tubo E

Tabla 1. Curva de calibracion del antigeno o proteina p24 de la capside del VIH-1.

Posteriormente, se inactivé al virus presente en el sobrenadante de cultivo, al adicionar 22
Ml de solucién de lisis (5% de Triton X-100) a cada pozo, excepto al blanco y se incubé 2
horas a 37 °C. EI Triton X-100 es un detergente que rompe la membrana del VIH-1,
provocando que se liberen las particulas del antigeno p24 de la capside viral, las cuales
interaccionaran con el anticuerpo monoclonal anti-p24 absorbido en los pozos de la
microplaca. Se realizaron 6 lavados con la solucion de lavado al 1X (PBS + 1% de Tween

20 + 2% de 2-cloroacetamida), se adicionaron 100 ul/pozo del anticuerpo detector
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biotinilado y se incub6 durante 1 hora a 37 °C. El anticuerpo detector es un anticuerpo
policlonal de conejo anti-p24 biotinilado que se une al antigeno p24 capturado en cada
pozo. Se realiz6 nuevamente un ciclo de 6 lavados con la solucion de lavado 1X, se
adicionaron 100 ul/pozo de estreptavidina-avidina conjugada con peroxidasa de rabano
diluida 1:100 y se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Después de realizar un ciclo de 6 lavados, se adicionaron a cada pozo 100 ul/pozo del
sustrato de la enzima peroxidasa: o-fenilenodiamina (OPD), para producir un complejo de
color amarillo y se incub6 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, la
reaccion se detuvo al adicionar 100 pl/pozo, de la solucién de paro (H2SO4 2N) y se realizé
la lectura de la absorbancia por espectrofotometria a una longitud de onda de 490 nm. La
intensidad del color que se desarrolla en la reaccion es directamente proporcional a la
cantidad de antigeno p24 contenido en los sobrenadantes de cultivo y se determiné al

interpolar la absorbancia de cada muestra, en la curva de calibracion del antigeno p24.

Determinacién de la dosis infectiva media de cultivo tisular en los sobrenadantes de
cultivo de las cepas de referencia VIH-1us y VIH-1mn del VIH-1

La dosis infectiva media de cultivo tisular o TCID50 por sus siglas en inglés (50% Tissue
Culture Infectious Dose) es la dosis de virus competente que se requiere para infectar al 50
% de las células susceptibles. Se considera una medida directa de la infectividad viral

(Jennings et al., 2004).

La determinacién de la TCID50 de las cepas VIH-1us y VIH-1wn del VIH-1 se realizd
haciendo 14 diluciones cuadruple seriadas (42 a 4'%) de los sobrenadantes virales
concentrados y cada titulo se probd por triplicado en placas de cultivo de 96 pozos con

fondo plano (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la distribucion de los pozos empleados en las placas durante la
eterminacion de TCID50 de las cepas VIH-1ug y VIH-1un del VIH-1.

o

En los pozos correspondientes a los titulos 4-3 a 4-15 se adicionaron 150 ul del medio R-10
con una micropipeta multicanal, mientras que a los pozos del titulo 42 se les adicionaron
200 pl del sobrenadante de cultivo de VIH-1us o VIH-1mn previamente diluidos 1:12 en el
medio R-10 (100 ul del concentrado de VIH-1iis 0 VIH-1mn en 1.1 ml de R-10). Empleando
una pipeta multicanal se transfirieron 50 pl de los pozos 42 a los 43, este proceso se repitio
consecutivamente hasta descartar 50 pl de los pozos del titulo 4-'5. Posteriormente, se
adicionaron 50 pl de una suspension de 2 x 10° de células MT2 a todos los pozos desde 4
2a 45, Las placas se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2y al dia 4 con una pipeta multicanal
desplazandose de derecha a izquierda se resuspendieron las células de cada columna y
se eliminaron 125 ul de la suspensioén celular. Desplazandose nuevamente de derecha a
izquierda se agregaron 150 ul de R-10 a los pozos y las placas se incubaron en las mismas
condiciones durante 3 dias mas. Al dia 7 post-infeccion se observaron las placas en el
microscopio Optico para identificar los titulos de virus donde ya no se observaba la

presencia de sincicios (células gigantes multinucleadas) originados por la infeccion del VIH-
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1. Se colectaron los sobrenadantes de cultivo para la determinacion de la concentracion de
p24 por ELISA. Se considerd una muestra positiva cuando el valor del antigeno p24 fue 250

pg/ml.

Calculo de la multiplicidad de infeccidn

La multiplicidad de infeccion (MOI) es un término usado frecuentemente en Virologia, que
se refiere al numero de virus infecciosos que se adicionan a una célula durante la infeccién.
Para calcular el MOI de un virus, es necesario conocer el titulo infeccioso de la cepa
(TCID50), el volumen del indculo viral que se utilizé para infectar y el numero de células

que se infectaron. Se utiliza la siguiente formula:

MOI = Volumen del in6culo viral (ml) x TCID50/ml / # células infectadas

Ensayos de infeccion in vitro de MT2 con las cepas VIH-1us y VIH-1un

Se realizaron ensayos de infeccidén de células MT2 con las cepas de referencia VIH-1us y
VIH-1mN, para definir las dosis éptimas de virus con las que se obtuviera una infeccion
productiva, que pudiera ser inhibida posteriormente con los GAGs de la leche humana. Los
ensayos de infeccion se realizaron en placas de cultivo de 96 pozos con fondo plano y
consistieron en anadir a cada pozo, 40, 000 células MT2 en 100 ul de medio R-10 y 50 ul
de la dosis a probar de la cepa de VIH-1 correspondiente. La mezcla de células y virus se
dejo incubar durante 2 hrs a 37 °C, 5% CO2y 85% humedad. Posteriormente, se realizaron
2 lavados con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS 1X), centrifugando a 453 x g
durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se afnadieron 200 pl de R-10, para
mantener a las células en cultivo durante 5 dias. Se cosechoé el sobrenadante de cultivo
para la cuantificacion del antigeno p24 del VIH-1 por ensayos de ELISA. Cada

concentracion de virus se probd por triplicado y se realizaron 3 experimentos

17



independientes. Se dejaron células sin infectar como controles negativos. En la Tabla 2 se

indican las condiciones experimentales que se probaron para cada modelo de infeccién.

Célula blanco Cepa Dosis del VIH-1 Tiempo post-
CD4* (Tropismo viral) [Ag P24/ml] infeccion
MT2 VIH-1e (X4) 1,2y 3 ng/ml 5 dias
MT2 VIH-1mn (X4) 1y 2 ng/ml 5 dias

Tabla 2. Ensayos de infeccion in vitro de células CD4* con cepas de referencia linfotrépicas
(X4) del VIH-1.

Ensayo de inhibicion de la infeccion de MT2 por VIH-1us y VIH-1un con GAGs de la
leche humana

Los ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por VIH-1us y VIH-1un con GAGs de la
leche humana se realizaron por triplicado y duplicado respectivamente y en cada ensayo
se probaron controles de células (que no fueron expuestas al VIH ni a los glicoconjugados),
controles de GAGs y CS (células sin virus y con GAGs o CS, para valorar un posible efecto
citotoxico de los GAGs), controles de infeccion (células con virus) y las muestras a probar
(células infectadas con GAGs y CS). Los controles de infeccion y de células se probaron
por cuadruplicado, mientras que las muestras (con virus y glicoconjugado) y los controles
de glicoconjugado se probaron por triplicado en cada ensayo. Con el fin de tener un mayor
volumen de sobrenadante de cultivo de los ensayos celulares para cuantificar tanto al
antigeno p24 como a las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 de manera
simultanea, se aumentaron 4 veces las concentraciones de células, virus y glicoconjugados
empleadas. En placas de cultivo de 48 pozos con fondo plano, se adicion6 el sobrenadante

de virus con la dosis de 1 ng p24/ml y TCID50/ml =1.65 X 10 5/ml para VIH-1u8 0 bien, con

la dosis de 2 ng p24/ml y TCID50/ml = 6.45 X 10 3 para VIH-1wn. Las dosis de los

sobrenadantes virales se ajustaron a un volumen de 200 pl/pozo de R-10. Se decidio

18



trabajar con el doble de concentracion de p24 de VIH-1un con respecto a la concentracion
de VIH-1u8, debido a que la infectividad de VIH-1un es del orden de 3 logaritmos menor en
su valor de TCID50 que el de VIH-1us. Los sobrenadantes virales se incubaron con
diferentes concentraciones de GAGs y CS, que varian desde 1 ug hasta 100 ug/pozo y que
habian sido previamente resuspendidos en PBS 1X y dejados en una concentracion de 1
mg/ml (Tabla 3). La mezcla de virus y glicoconjugados se incubé durante 2 horas a 37 °C,
para posteriormente adicionar 160, 000 células MT2/pozo, resuspendidas en 400 pl de R-
10 y se incubd durante 2 horas a 37 °C. Después del periodo de incubacion, se realizaron
2 lavados con PBS1X, centrifugando la placa de cultivo a 453 x g durante 10 minutos, se
retird el sobrenadante de PBS1X y se adicionaron 850 pl de R-10. La placa de cultivo se
dejé a 37 °C, 5 % CO2y 85 % de humedad durante 5 dias y se recolecto el sobrenadante
para realizar la cuantificacion del antigeno p24 y de las quimiocinas MIP-1a, MIP-18,
RANTES y SDF-1 por ELISA. Los ensayos de ELISA p24 se realizaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante Perkin Elmer® descritas anteriormente. La cantidad de
antigeno p24 en la muestra se determiné mediante la comparacion de su absorbancia con
la del estandar de calibracion preparado con el antigeno p24 purificado. Se considerd una
inhibicion significativa de la infeccidn viral, cuando el porcentaje de inhibicion de la muestra
en presencia de los glicoconjugados (GAGs o CS), fue mayor o igual al 80% con respecto
a los controles de infeccion sin adicidon de los glicoconjugados. El porcentaje de inhibicion
de la infeccién por el VIH-1 se calcul6 de la siguiente forma, primero se determiné el valor

del porcentaje de infeccion con respecto a los controles:

% infeccion = (concentracion del antigeno p24 en la muestra) (100) /concentracion del

antigeno p24 en el control de infeccién
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Donde la concentracion del antigeno p24 en la muestra es la que se obtuvo del
sobrenadante de cultivo en el que se incubaron el virus, las células y los GAGs de la leche
humana o el CS de cartilago de tiburén. La concentracion del antigeno p24 en el control
de infeccion, es la que se obtuvo de los sobrenadantes de cultivo donde solo se incubaron
las células con el virus. EI porcentaje de inhibicion se obtuvo al restar el porcentaje de

infecciéon obtenido a 100:

% Inhibicion = 100 - % infeccidn

Concentraciéon de GAGs o CS/pozo Concentracioén de Proporcion entre
(nl/600pl) GAGs o CS/ml (ug/ml) | la concentraciéon
Ensayos 1X Ensayos 4X fisiologica de
GAGs yla
concentracion
experimental
empleada
1 4 6.6 167 X
5 20 32.2 34 X
10 40 62.5 18 X
15 60 90.9 12 X
25 100 142.8 8 X
35 140 189.1 6 X

Tabla 3. Concentraciones de GAGs o CS probadas en los ensayos de inhibicion de la
infeccion por VIH-1ue y VIH-1un comparadas con la concentracion fisiologica de GAGs.

Se probaron muestras adicionales de los controles de GAGs y CS y de las muestras de
MT2 infectadas en presencia de los GAGs o CS, para la determinacion de la viabilidad

celular por el método de exclusidn del colorante azul tripan.
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Cuantificacion de la expresion de los receptores celulares CD4, CXCR4 y CCRS5 por
citometria de flujo en las células MT2

Las células MT2 de los ensayos de inhibicion, se resuspendieron en 2 ml de PBS 1X frioy
se transfirieron a tubos de citometria de flujo, para realizar la deteccidén de los receptores
CD4, CXCR4 y CCRS5 con los siguientes anticuerpos monoclonales humanos: anti-CD4
acoplado a APC, anti-CD195 (CCRS5) acoplado a FITC y anti-CD184 (CXCR4) acoplado a
PE de la marca Becton Dickinson®. Las MT2 se centrifugaron a 453 x g durante 10 minutos
para eliminar al PBS 1X, se resuspendieron en 2 ml de PBA frio (PBS 1X con 1 % de
albumina sérica bovina y 0.1 % de azida de sodio) por tubo y se centrifugaron a 453 x g
durante 10 minutos. Después de la centrifugacion se decanté cuidadosamente el
sobrenadante, se resuspendio el botdn celular y se afadieron 15, 15 y 20 ul de los
anticuerpos para los receptores CXCR4, CCR5 y CD4 respectivamente. Se incubé en hielo
y en oscuridad por 30 minutos. Después de la incubacion se realizé un lavado con 2 ml de
PBA frio a cada tubo y se centrifugd a 4°C a 453 x g durante 10 minutos, se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el agregado celular al que se le adicionaron 250 ul de
formaldehido al 4.2% (Cytofix de Becton Dickinson®) a cada tubo y se incub6 durante 30
minutos. Se realiz6é un lavado con 2 ml de PBS 1X frio y se centrifugd a 453 x g durante 10
minutos, se elimind el sobrenadante y se agregaron 200 ul de PBA a cada tubo y se
mantuvieron en hielo hasta ser analizadas en el citometro de flujo modelo FACS Aria Il de
la marca Becton Dickinson®. Se adquirieron 50, 000 eventos para todas las muestras. Los
datos adquiridos se analizaron con el programa FlowJo version 10 y se calculé el indice de
intensidad media de fluorescencia (IMF) de los anticuerpos unidos a los receptores CD4,

CXCR4 y CCR5 y el porcentaje de células positivas para estos receptores (Figura 4).
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Figura 4. Estrategia de analisis para la cuantificacion de la expresién de los receptores
CD4, CXCR4 y CCRS5 por citometria de flujo en la linea de linfocitos T humanos MT2. 1)
Seleccion de eventos unicos. 2) Seleccion de la poblacién de linfocitos T con base en su
morfologia (tamafo y granularidad). 3) Seleccion de las células CD4*. 4) Seleccion de las
células CXCR4* dentro del grupo CD4*. 5) Seleccidn de las células CCRS* dentro del grupo

CD4*.

Cuantificacion de las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 por ELISA
La cuantificacion de las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 se realizé con los
estuches comerciales de la marca R&D Systems® siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Para los ensayos de ELISA de MIP-1a se realizé una curva estandar de la quimiocina; para

ello se reconstituy6 el estandar de MIP-1a humano con 6 ml del diluyente RD5K, para
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obtener una concentracion de 1000 pg/ml y a partir de esta concentracién, se realizaron
diluciones dobles seriadas tomando 500 pl del estandar resuspendido que se mezclaron
con 500 ul del diluyente RD5K en el primer tubo. Se tomaron 500 ul del tubo 1 y se
transfirieron al tubo 2 que contenia previamente 500 ul del diluyente RD5K, se mezclé por
agitacion moderada y se realizaron las diluciones seriadas subsecuentes. El proceso de
dilucién seriada se realizé 5 veces para obtener una curva con las concentraciones de 1000,
500, 250, 125, 62.5 y 31.3 pg/ml. El medio R-10 sirvi6 como blanco de reaccién. Se
adicionaron a la placa de ELISA 200 ul de cada dilucion de la curva estandar de MIP-1a 'y
200 pl de las muestras en cada pozo y se cubrieron con una mica adhesiva para evitar
evaporacion de las muestras. La placa se incubo durante 2 horas a temperatura ambiente,
se retiro el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con 200 pl de la solucion de lavado 1X;
después del ultimo lavado se desechd el sobrenadante y se adicionaron 200 ul del
conjugado anti-MIP-1a a cada pozo y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
realizaron 3 lavados con 200 ul de la solucién de lavado 1X y se adicionaron 200 pl de la
solucidn del sustrato a cada pozo; esta solucién se prepard 15 minutos antes de utilizarse
mezclando los reactivos tetrametilbencidina (cromégeno) y perdxido de hidrégeno, en
cantidades iguales. La placa se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 20
minutos y finalmente se adicionaron 50 pl de la solucion de paro: 2N H2SO4 para leer en el
espectrofotometro de microplacas Benchmark plus®. Se realizé la lectura de densidad
optica a 450 nm y a 570 nm para la correccion de la longitud de onda correspondiente a las

imperfecciones de la placa.

Para los ensayos de ELISA de MIP-1 se elabord6 la curva estandar de la quimiocina,
reconstituyendo el estandar de MIP-13 humano con 5 ml del diluyente RD5K, para obtener

una concentracion de 2000 pg/ml y a partir de esta concentracion, se realizaron diluciones
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dobles seriadas tomando 500 pl del estandar resuspendido que se mezclaron con 500 ul
del diluyente RD5K en el primer tubo. Se tomaron 500 pl del tubo 1 y se transfirieron al tubo
2 que contenia previamente 500 ul del diluyente RD5K, se mezclé por agitacion moderada
y se realizaron las diluciones seriadas subsecuentes. Se realizaron 7 diluciones seriadas
para producir una curva con las concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3y 15.6
pg/ml. EI medio R-10 sirvié como el blanco. Se colocaron 200 ul de cada concentraciéon de
la curva estandar y de las muestras a cada pozo de la placa de ELISA, a los que se les
habia adicionado previamente 50 ul del diluyente RD1X. La placa se cubrié con una mica
adhesiva para evitar evaporacion y se incub6 durante 85 minutos a temperatura ambiente,
se retiro el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con 200 pl de la solucion de lavado 1X;
después del ultimo lavado se desecho el sobrenadante, se adicionaron 200 pl del conjugado
MIP-1B a cada pozo, y se incubd durante 85 minutos a temperatura ambiente. Después de
una segunda seria de 3 lavados con 200 pl de la solucion de lavado 1X, se adicionaron 200
Ml de la solucion de sustrato a cada pozo. El sustrato se preparé 15 minutos antes de
utilizarse mezclando los reactivos tetrametilbencidina (cromégeno) y peréxido de
hidrogeno, en cantidades iguales. La placa se incubd a temperatura ambiente en oscuridad
durante 20 minutos y finalmente se adicionaron 50 pl de la solucion de paro: 2N H2SO4 para
leer en el espectrofotdmetro de microplacas Benchmark plus®. Se realizé la lectura de
densidad optica a 450 nm y a 570 nm para la correccion de la longitud de onda

correspondiente a las imperfecciones de la placa.

Para los ensayos de ELISA de SDF-1a se elaboroé la curva estandar de la quimiocina; para
ello se reconstituy6 el estandar de SDF-1a humano con 800 ul de agua desionizada, y
obtener una concentracién de 100,000 pg/ml a partir de la cual se realizaron 6 diluciones

dobles seriadas con 500 pl del diluyente RD6Q en cada tubo, para generar una curva con
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las concentraciones de 10,000, 5000, 2500, 1250, 625, 313 y 156 pg/ml. El medio R-10
sirvié como el blanco. Se colocaron 200 ul/pozo de cada concentracion de la curva estandar
y de las muestras. A cada pozo se le adicionaron previamente 100 ul/pozo del diluyente
RD1-55. La placa de ELISA se cubrié con una mica adhesiva para evitar evaporacion y se
incubd durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion, en un agitador horizontal de
microplacas ajustado entre 50 y 500 rpm con una 6rbita de 0.12 pulgadas. Se retird el
sobrenadante y se realizaron 4 lavados con 200 ul de la solucion de lavado 1X; después
del ultimo lavado se desecho el sobrenadante y se adicionaron 200 pl del conjugado SDF-
1a a cada pozo y se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion. Se
realizd una segunda serie de 4 lavados con 200 ul de solucion de lavado 1X y se
adicionaron 200 ul de la solucion de sustrato a cada pozo; el sustrato se prepard 15 minutos
antes de utilizarse mezclando tetrametilbencidina (cromdgeno) y peroxido de hidrogeno, en
cantidades iguales. La placa se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 30
minutos y finalmente se adicionaron 50 pl de la solucion de paro: 2N H2SO4 para leer en el
espectrofotometro de microplacas Benchmark plus®. Se realizé la lectura de densidad
Optica a 450 nm y a 570 nm para la correccion de la longitud de onda correspondiente a las

imperfecciones de la placa.

Para los ensayos de ELISA de RANTES se elaboré la curva estandar de la quimiocina al
reconstituir el estandar de RANTES humano con 5 ml del diluyente RD6-11, para obtener
una concentracién de 2,000 pg/ml, para la obtencién de los demas puntos se colocaron 500
gl del diluyente RD6-11 en 6 tubos, en uno de estos tubos se colocaron 500 pl del estandar
resuspendido y se mezcld por agitacidon, se tomaron 500 pl de este tubo y se colocaron en
el siguiente tubo con RD6-11, este proceso de dilucidén seriada se realizd 5 veces para

producir una curva con las concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 62.5 y 31.3 pg/ml. El
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medio R-10 sirvié como el blanco. Se colocaron 100 pl/pozo de cada concentracion de la
curva estandar y de las muestras, a los que previamente se les adicionaron 100 pl del
diluyente RD1W. La placa se cubrié con una mica adhesiva y se incubo6 durante 2 horas a
temperatura ambiente, se retird el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con la solucion
de lavado 1X. Después del ultimo lavado se desecho el sobrenadante y se adicionaron 200
pI/pozo del conjugado anti-RANTES y se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se realizé una segunda serie de 3 lavados con 200 ul de la solucion de lavado 1X y se
adicionaron 200 ul de la solucion de sustrato a cada pozo. El sustrato se prepar6 15 minutos
antes de utilizarse mezclando tetrametilbencidina (cromdgeno) y peroxido de hidrogeno, en
cantidades iguales. La placa se incubd a temperatura ambiente en oscuridad durante 20
minutos y finalmente se adicionaron 50 pl de la solucién de paro: 2N H2SO4 para leer en el
espectrofotometro de microplacas Benchmark plus®. Se realiz6 la lectura de densidad
optica a450 nm y a 570 nm para la correccion de la longitud de onda correspondiente a las

imperfecciones de la placa.

Cuantificacion temprana de las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 de los
ensayos de inhibicion en el modelo de infeccién MT2/VIH-1us

Se realizé la cuantificacion de las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 del
sobrenadante de cultivo de las células MT2 de los ensayos de inhibicion, a los dias 1,2y 3
post-infeccion, para evaluar si habia algun cambio en su concentracién durante los primeros
dias de la infeccidén por VIH-1, en presencia de los GAGs. Se realizaron tres ensayos de
inhibicion de la infeccién de MT2 por VIH-1us con los GAGs de la leche humanay CS y
cada ensayo se realizé en las mismas condiciones como se describié previamente en la
metodologia de los ensayos de inhibicion. Todas las condiciones se probaron por triplicado.

Las placas de cultivo se incubaron a 37 °C, 5 % CO2y 85 % de humedad durante 1,20 3
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dias, para posteriormente recolectar el sobrenadante y realizar la cuantificacién de las
quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-1 por ELISA. En estos ensayos se probaron
las concentraciones de 15 y 35 pg de GAGs y CS, en donde se habia observado una
inhibicién mayor o igual al 80% de la infeccion por VIH-1is con los GAGs. Se utilizé la dosis

de 1 ng p24/ml de VIH-1 para infectar a las MT2.

Determinacion de la concentracién intracelular de iones calcio Ca?* por citometria de
flujo en las células MT2

La activacion de los linfocitos T es un indicador de la respuesta de estas células a estimulos
como citocinas, anticuerpos o antigenos especificos. El proceso de activacion de las células
T se debe a la accidn de segundos mensajeros intracelulares que regulan diversas vias de
sefnalizacion. Dentro de estos mensajeros que median la activacion linfocitaria se encuentra
el Ca?*, por lo que evaluar el contenido intracelular de los iones Ca?*, brinda informacion
sobre la cinética de activacion (Maino et al., 1995). Con el fin de evaluar si los GAGs de la
leche humana y el CS producian un efecto de activacion sobre las células MT2, se llevo a
cabo la medicion cuantitativa de la concentracion intracelular de iones Ca?* por citometria
de flujo. Para este fin se utilizaron los fluorocromos Fluo-3 y Fura Red de Invitrogen®, que
son excitados en el rango del espectro visible a 488 nm. Fluo-3 tras su unién al Ca?*
aumenta su emision a 525 nm, mientras que Fura Red disminuye su emisién a 695 nm. La
relacion entre las intensidades medias de fluorescencia (IMFs) de Fluo-3 y Fura Red brinda
informacion acerca del flujo de Ca?* intracelular (Rijkers et al., 1990; Kaposi et al., 2008).
Los resultados se analizan como el cociente de la fluorescencia de Fluo-3 sobre la sefal
del Fura Red en cada tiempo y la respuesta celular al entrecruzamiento de los respectivos
receptores se analizd por citometria de flujo con el programa CellQuest. Se usaron 30 ul de

Fluo 3 y 50 ul de Fura Red y se adicionaron a un tubo con 5 ml de RPMI con 2 % de SFBy
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24 x 10° células MT2 y se incubo a 37 °C durante 45 minutos en oscuridad, agitando
suavemente cada 10 minutos. Posteriormente se centrifugd con un pulso en una
microcentrifuga y se realizé un primer lavado con RPMI al 2 % de SFB y un segundo lavado
con RPMI sin suplementar. Después de los lavados, las células fueron resuspendidas en
1 ml de RPMI y se incubd a temperatura ambiente por 45 minutos en oscuridad agitando
cada 10 minutos. Se dio un pulso en la microcentrifuga y se lavd nuevamente en una
ocasion con RPMI al 2 % de SFB y una segunda con RPMI, las células fueron
resuspendidas dejando una concentraciéon de 3 X 106 MT2 en 2 ml de RPMI en cada uno
de los tubos para citometria. Se midié la IMF de las muestras en el citometro de flujo, donde
se tomo registro de la fluorescencia basal durante los primeros 10 minutos antes de
adicionar a los tubos CS o GAGs. Las concentraciones de los glicoconjugados que se
utilizaron en las células MT2 fueron 15, 25 y 35 ug de CS y 15, 25, 35 y 50 ug de GAGs.
Una vez adicionado el glicoconjugado a las células, se registro la lectura de fluorescencia
en el citometro FACScalibur de Becton Dickinson® durante 20 minutos. Se adquirieron
1,000,000 eventos y todas las muestras se probaron por duplicado. Se utiliz6 como control
de activacion ionomicina de Sigma-Aldrich® y la proteina recombinante humana SDF-1 de

abcam® en concentraciones de 10 mg/ml y 80 ng/ml respectivamente.

Cuantificacion de la expresiéon del marcador de activacion CD38 por citometria de
flujo en las células MT2

CD38 es una proteina transmembranal que se expresa en los linfocitos T una vez que son
activados, por lo que la deteccidén en la membrana celular se emplea con frecuencia como
un marcador fenotipico de activacion. Por otra parte, se conoce que la infeccién por VIH se
caracteriza por una activacién crénica del sistema inmunoldgico, que genera un incremento

en la expresion de algunos receptores de membrana como HLA-DR o CD38 (Kestens et
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al., 1992; Kestens et al., 1994; Hazenberg et al., 2003). Para evaluar si los GAGs y el CS
también podrian activar a las MT2, se llevo a cabo la deteccion del receptor CD38 por
citometria de flujo. Se realiz6 un ensayo de inhibicion de la infeccion de MT2 por VIH-1us
con 15, 25y 35 ug de GAGs y CS, como se describié previamente en la metodologia de los
ensayos de inhibicién. Después de los 5 dias post-infeccion y de haber cosechado el
sobrenadante de cultivo, las células MT2 se resuspendieron en 2 ml de PBS 1X frio y se
transfirieron a tubos de citometria para cuantificar la expresion del receptor CD38 por
citometria de flujo. Para realizar la tincidon del receptor CD38 se empled el anticuerpo
monoclonal humano anti-CD38 acoplado a ficoeritrina (PE). Para garantizar que el marcaje
detectado de CD38 solo correspondiera a la poblacion de linfocitos T, se usé un anticuerpo
monoclonal humano anti-CD4 acoplado a APC-Cy7, ambos de la marca Becton
Dickinson®. Las MT2 se centrifugaron a 453 x g durante 10 minutos para eliminar el PBS
1X, se resuspendieron en 2 ml de PBA frio por tubo y se centrifugaron a 453 x g durante 10
minutos. Después de la centrifugacion se decanté cuidadosamente el sobrenadante, se
resuspendio el botdn celular y se afiadieron 2 y 20 ul de los anticuerpos para los receptores
CD4 y CD38 respectivamente, se incubd en hielo y en oscuridad por 30 minutos.
Posteriormente, se realizé un lavado con 2 ml de PBA frio a cada tubo y se centrifugé a 4°C
a 453 x g durante 10 minutos, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el agregado
celular al que se le adicionaron 250 pl de formaldehido al 4.2% (Cytofix de Becton
Dickinson®) a cada tubo y se incubd durante 30 minutos. Se realizé un lavado con 2 ml de
PBS 1X frio y se centrifugd a 453 x g durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se
agregaron 200 pl de PBA por tubo y se mantuvo a las células en hielo hasta ser analizadas.
Las muestras fueron leidas en el citometro de flujo FACS Aria Il de la marca Becton
Dickinson®. Se adquirieron 50, 000 eventos para todas las muestras. Los datos adquiridos
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se analizaron con el programa FlowJo version 10 y se calculé la IMF del anticuerpo unido

a CD38 asi como el porcentaje de células positivas para este receptor.

Anadlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utilizaron los softwares NCSS 2004 y Prisma
7.04. Si los datos cumplieron con distribucién normal e igualdad de varianzas se aplico la
prueba no paramétrica de Tukey para la comparacién entre grupos; si los datos no
presentaron una distribucion normal y/o igualdad de varianzas se utilizdé la prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis. Todos los analisis se realizaron con un valor de significancia

(P) menor a 0.05.

Resultados

1. Determinacién de la concentracion del antigeno p24 de la capside, calculo de
TCID50 y de MOI de las cepas linfotrépicas VIH-1us y VIH-1un

Se realizé la cuantificacion de la concentracion del antigeno p24 de la capside viral por

ELISA, asi como la determinacion de la TCID50 y de MOI de las cepas VIH-1us y VIH-1un

con el fin de definir las dosis infecciosas de virus, que se utilizaron en los ensayos celulares.

1.1 Concentracién del antigeno p24 de la capside del VIH-1 por ELISA. Los
concentrados de los sobrenadantes de cultivo de VIH-1us y VIH-1mn tuvieron una

concentracion de 23.6 ng/ml y 12.02 ng/ml de la proteina p24, respectivamente.

1.2 Calculo de TCID50. Las observaciones al microscopio, asi como la cuantificacién de
p24 por ELISA, mostraron que 19 de los 42 pozos totales de la placa de cultivo, resultaron
negativos en el ensayo de TCID50 para VIH-1us, mientras que para VIH-1un fueron 31
pozos negativos. El calculo de la TCID50/mL para cada cepa viral, se realiz6 por el método

estadistico de Spearman-Karber de acuerdo a la siguiente formula (Ramakrishnan, 2016):
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Férmula de Spearman-Karber:
M=xk + d [0.5 — (1/n) (r)]
Donde:
xk= dosis de la dilucion mas alta
r= suma del numero de pozos negativos
d= espacio entre diluciones
n= pozos por dilucion
Entonces para VIH-1us, tenemos:
xk= 15

r=19

Sustituyendo en la formula de Spearman-Karber, tenemos:
M= 15 + 1[0.5- (1/3) (19)]
M=9.17
El punto final del 50% es 4917
Convirtiendo a 10*:
X=9.17 * log 4

= 5.52 el titulo es de 10 552
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Para calcular el TCID50/ml del concentrado de virus, la dilucion original debe corregirse

multiplicando por 5 (1000 pul/ 200 ul):

TCID50/ml= 5* 10 552

=10 0.7*10 5.52

=10 622

TCID50/ml VIH-1us = 1.65x 10 ¢

Para VIH-1wn, tenemos:

Entonces:
M= 15 + 1[0.5- (1/3) (31)]
M=5.17
El punto final del 50% es 4517
Convirtiendo a 10%:
X=5.17 * log 4
= 3.11 el titulo es de 10 %52

Multiplicando por 5:
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TCID50/ml= 5* 10 31

=10 0.7*1(Q 311

=10 381

TCID50/ml VIH-1wn = 6.45 x 103

Los valores obtenidos de TCID50 1.65 x 108/ml para VIH-1i8 y 6.45 x 103/ml para VIH-1un,
indican una mayor infectividad de la cepa VIH-1u8 sobre las células MT2 que la cepa VIH-

TmN.
1.3 Calculo de MOI. Se realiz6é de acuerdo con la siguiente férmula:
MOI= Volumen del inoculo viral (ml) x TCID50/ml / # células infectadas

Utilizando la férmula con los datos de las cepas utilizadas en los ensayos de inhibicion, el

calculo de MOl para IlIB y MN es el siguiente:

MOI VIH-1us= 0.2 ml x 1.65 x 10 8/ml / 160,000 MT2= 2

MOI VIH-1un= 0.2 ml x 6.45 x 103/ml / 160,000 MT2= 0.8

Por lo tanto, se probaron MOI VIH-1us =2 y MOI VIH-1un = 0.8 en los ensayos celulares.

Los resultados muestran que la cepa VIH-1us tuvo valores mayores de la concentracion de
p24, TCID50 y MOI, que la cepa VIH-1wn, lo que indica que hay una mayor cantidad de
virus en el concentrado VIH-118 y que ademas esta cepa es mas infecciosa que VIH-1wun

(Tabla 4).
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VIH-1uB VIH-1uN

Concentracion de

antigeno p24 [ng/mL] 23.6 12
TCID50/mL 1.65 x 10° 6.45x 103
MOI 2 0.8

Tabla 4. Determinacion de [p24/ml], TCID50/ml y MOI de las cepas VIH-1us y VIH-1wun.

Para cada aislado de virus se seleccioné la dosis con la que se obtuviera una infeccion
eficiente de las células MT2, que se visualizara con la formacion de sincicios en el
microscopio invertido y que la viabilidad de las células no decayera después de la infeccion

(mayor o igual al 80% al dia 5 post-infeccion).

2. Ensayos de inhibicion de la infeccién de MT2 por la cepa VIH-1uB con GAGs
de la leche humana y CS de cartilago de tiburén
Los resultados de los ensayos de inhibicion con la cepa VIH-1us en presencia de diferentes
concentraciones de GAGs de la leche humana y CS de cartilago de tiburén, mostraron que
los datos no presentaron una distribucién normal ni varianzas iguales, por lo que se aplico
la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacién

entre los grupos.

Se observé que los GAGs de la leche humana tuvieron un mayor efecto inhibidor de la
infeccion de las MT2 por la cepa VIH-1us, que el control comercial de CS, debido a que los
GAGs inhibieron significativamente a partir de la dosis de 5 pg/pozo (P=0.0001) y el CS con
la dosis de 15 ug/pozo (P=0.0009). Sin embargo, para este tipo de ensayos se considera
que la inhibiciéon de la infeccion por VIH-1 debe ser mayor o igual al 80% para que los
inhibidores pudieran tener relevancia en modelos de infeccion ex-vivo o en modelos
animales. Considerando lo anterior, sélo los GAGs de la leche tuvieron un efecto inhibitorio

significativo del 91 al 100% a partir de la dosis de 15 ug/pozo, a diferencia de las muestras
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tratadas con CS, donde la inhibicién significativa maxima que se obtuvo fue del 61%

(P<0.0001) (Grafica 1).
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Grafica 1. Porcentaje de inhibiciéon de la infeccion de MT2 con la cepa VIH-1us en
presencia de diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. Las
barras representan al promedio de los 3 experimentos y cada muestra se probd por
triplicado. Las diferencias significativas se indican por ** (diferencias con el control de

infeccion), - (diferencias entre grupos tratados con CS), + (diferencias entre grupos tratados
con GAGSs).
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Antes de realizar la cosecha del sobrenadante de cultivo del ensayo de inhibicién para
cuantificar el antigeno p24, se realizé la observacion de la placa de cultivo en el microscopio
invertido y se evidencio la presencia de sincicios en los controles de infeccién, asi como la
disminucion del numero de sincicios en las muestras tratadas con GAGs de la leche

humana, y en menor medida, en las muestras tratadas con el CS de cartilago de tiburdn.

3. Ensayo de viabilidad de MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1u, en presencia
de GAGs de la leche humana y CS

En los ensayos de inhibicidn, se probaron muestras adicionales de los controles de GAGs
y CS y de las muestras de MT2 infectadas en presencia de los dos glicoconjugados, para
determinar la viabilidad celular, por el método de exclusién del colorante azul tripan. Este
ensayo se realizé para descartar que la inhibicién de la infeccién por VIH-1 observada, se
debiera a la muerte celular causada por un efecto citotoxico de los glicoconjugados sobre
las células MT2. Se observé 100% de muerte celular en los grupos tratados con 50 y 100
Mg de GAGs por lo que los datos obtenidos bajo estas condiciones, no se tomaron en cuenta
para el analisis de los resultados. Sin embargo, en las concentraciones de 15, 25y 35 ug
de GAGs en las MT2 sin infectar, la viabilidad fue del 96, 90.2 y 93% respectivamente,
mientras que en las MT2 infectadas en presencia de 15, 25 y 35 ug de GAGs las
viabilidades fueron del 94, 95 y 91%. En las células MT2 infectadas con VIH-1us en
presencia de 50 ug de GAGs la disminucion en la viabilidad se vio contrarrestada con
respecto al grupo solo tratado con 50 ug de GAGs ya que obtuvieron un 96%. Las células
tratadas con las concentraciones de 15, 25 y 35 ug de CS obtuvieron una viabilidad de 94,
93 vy 90% y en las MT2 infectadas en presencia del CS las viabilidades de las

concentraciones de 15, 25 y 35 ug fueron de 87, 88 y 78 respectivamente (Grafica 2). Los
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resultados mencionados corresponden a un duplicado por lo que son necesarias mas

repeticiones para determinar si hay diferencias significativas.
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Grafica 2. Porcentaje de viabilidad de MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1us en
presencia de diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. Las

barras representan el promedio de 1 experimento donde cada muestra se evaludé por
duplicado.

4. Cuantificacion por ELISA de MIP-1a en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por VIH-1us en presencia de CS

y GAGs
Los datos no presentaron una distribucion normal ni varianzas iguales. Se aplico la prueba
no parameétrica Kruskal Wallis con una P menor a 0.05 para la comparacion entre grupos.
El andlisis comparativo entre los grupos mostré cambios significativos en la concentracion
de MIP-1a entre el control de infeccion y el control de células (P=0.0004) y los grupos de
MT2 infectadas con VIH-1us y tratadas con 10, 15, 25 y 35 yg de GAGs (P=0.0052,

P=0.0106, P=0.0104, P<0.0001) (Figura 5).
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Figura 5. Cuantificacién por ELISA de MIP-1a en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1ue en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. A) MT2 sin infectar e
infectadas con VIH-1s tratadas con diferentes concentraciones de CS, B) MT2 sin infectar
e infectadas con VIH-1us tratadas con diferentes concentraciones de GAGs. Las barras
corresponden al promedio de los 3 experimentos realizados. Las diferencias significativas
se indican por * (diferencias con el control de células), ** (diferencias con el control de
infeccion).
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5. Cuantificacion por ELISA de MIP-1 en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1uB en presencia
de CS y GAGs

Los datos no presentaron una distribucién normal pero si varianzas iguales. Se aplico la
prueba no parameétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion

entre grupos. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 6).
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Figura 6. Cuantificacién por ELISA de MIP-1B en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1us en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. A) MT2 sin infectar e
infectadas con VIH-1s tratadas con diferentes concentraciones de CS, B) MT2 sin infectar
e infectadas con VIH-1ue tratadas con diferentes concentraciones de GAGs. Las barras
corresponden al promedio de los 3 experimentos realizados.
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6. Cuantificacion por ELISA de RANTES en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccién de MT2 por la cepa VIH-1uB en presencia
de CS y GAGs

Los datos no presentaron una distribucion normal ni varianzas iguales por lo que se aplico
la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion
entre grupos. La unica diferencia significativa encontrada en el analisis entre grupos se
observo al comparar el control de células con el grupo de MT2 infectadas con VIH-1iB Yy

tratadas con 25 pug de CS (P=0.0215) (Figura 7).
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Figura 7. Cuantificacion por ELISA de RANTES en los sobrenadantes de cultivo de
los ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1us en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. A) MT2 sin infectar e
infectadas con VIH-1us tratadas con diferentes concentraciones de CS, B) MT2 sin infectar
e infectadas con VIH-1us tratadas con diferentes concentraciones de GAGs. Las barras
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corresponden al promedio de los 3 experimentos realizados. Las diferencias significativas
se indican por * (diferencias con el control de células).

7. Cuantificacién temprana de MIP-1a, MIP-18 y RANTES en los sobrenadantes
de cultivo de los ensayos de inhibiciéon de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-
1ue en presencia de CS y GAGs

Se realiz6 la cuantificacion temprana de las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y SDF-
1 del sobrenadante de cultivo de las células MT2 de los ensayos de inhibicion, a los dias
1, 2 y 3 post-infeccion, para evaluar si habia algun cambio en su concentracién durante
los primeros dias de la infeccién por VIH-1, en presencia de los GAGs y de CS y
compararla con las concentraciones de quimiocinas que se cuantificaron al final del
ensayo (dia 5 post-infeccién). Como se observa en las graficas 3-5:

MIP-1a. Los datos no presentaron una distribucion normal pero si varianzas iguales por lo
que se aplicé la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05
para la comparaciéon entre grupos. Se realizé primero el analisis comparativo entre los
grupos por dia de infeccion y los resultados fueron los siguientes: En el dia 1 el control
de células presenté diferencias con el grupo VIH* y tratados con 15 ug de CS (P=0.0207)
y con el control de infeccion (P=0.0004). EI control de infeccion a su vez, presentd
diferencias con los grupos VIH"y tratados con 15 (P=0.0166) y 35 ug de CS (P=0.0153) y
35 ug de GAGs (P=0.0013), con el grupo VIH* y tratado con 35 ug de CS (P=0.0170). En
el dia 2 post-infecciéon en el control de células se observaron diferencias con respecto al
control de infeccion (P=0.0103) y a los grupos de VIH* y tratados con 15y 35 ug de GAGs
(P=<0.0001, P<0.0001) y 15 ug de CS (P<0.0001); el control de células también presento
diferencias con el grupo VIH- tratado con 35 pg de CS (P=0.0286). El control de infeccion

presento diferencias con el grupo VIH* y tratado con 35 ug de CS (P=0.0095) y el grupo
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VIH"y tratado con 35 ug de GAGs (P<0.0001). En el dia 3 post-infeccién se observaron
diferencias significativas en la concentracion de MIP-1a entre el control de células y el
control de infeccién (P=0.0319) y los grupos VIH* de 15 y 35 ug de CS (P=0.0164,
P=0.0001); también se obtuvieron diferencias significativas con los grupos VIH de 15y 35
Mg de CS (P=0.0057, P<0.0001). En el control de infeccidn se observaron diferencias entre
los grupos VIH de 15y 35 ug de GAGs (P=0.0025, P=0.0020) y el grupo VIH" de 35 pg
de CS (P<0.0001). En el dia 5 post-infeccion en el control de células se observaron
diferencias con respecto al control de infeccion (P<0.0001) y a los grupos VIH de 15y 35
Mg de GAGs (P=0.0422, P=0.0014) y los grupos VIH* de 15 ug de CS (P=0.0215) y 35 ug
de GAGs (0.0141). Al realizar el analisis comparativo entre los dias 1, 2, 3 y 5 post-
infeccion los resultados obtenidos en el analisis comparativo entre los grupos de muestras
en cada tiempo de infeccién, mostraron que a excepcion del grupo VIH* y tratado con 35
Mg de GAGs, solo los valores obtenidos al dia 5 presentaron diferencia significativa entre

los grupos tratados con CS y GAGs (Gréafica 3).
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Grafica 3. Cuantificacion temprana de MIP-1a en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicién de la infecciéon de MT2 por la cepa VIH-1us en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. Cada barra corresponde
al promedio de un triplicado.
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MIP-1B. Los datos presentaron una distribucion normal y varianzas iguales por lo que se
aplico la prueba paramétrica Tukey con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion
entre grupos. En los dias 1 y 2 post-infeccion no se observaron diferencias entre los grupos.
En el dia 3 post-infeccion el control de células presentd diferencias con los grupos de
células tratadas con 15 y 35 ug de CS (P=0.0311, P<0.0001) y el control de infeccion
presentod diferencias con el grupo de células tratadas con 35 pg de CS (P<0.0001). En el
dia 5 post-infeccion el control de células presentd diferencias con el grupo de células
infectadas y tratadas con 35 ug de GAGs (P=0.0131). Al realizar el analisis comparativo
entre los dias 1, 2, 3 y 5 post-infeccidén se observé que todos los grupos a excepcion de los
grupos de células tratadas con 15 y 35 ug de GAGs y el grupo de células infectadas y
tratadas con 35 ug de GAGs, obtuvieron diferencias significativas de los valores del dia 5

con respecto al dia 1 (Grafica 4).
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Grafica 4. Cuantificacion temprana de MIP-13 en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1us en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. Cada barra corresponde

al promedio de un triplicado.
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RANTES. Los datos presentaron una distribucion normal y varianzas iguales por lo que se
aplico la prueba paramétrica Tukey con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion
entre grupos. En el dia 1 post-infeccion se observd que el control de células presentd
diferencia significativa con el grupo de células tratadas con 15 ug de CS (P=0.0338). Se
observaron diferencias significativas al comparar el control de infeccién con respecto a los
grupos de células tratadas con 15y 35 ug de CS (P=0.0003, P=0.0007) y GAGs (P=0.0018,
P=0.0007), asi como con el grupo células infectadas y tratadas con 35 ug de GAGs
(P=0.0196). En el dia 2 post-infeccion no se presentaron diferencias con respecto a los
grupos control de células e infeccion. En el dia 3 post-infeccidon el control de células y el
control de infeccion obtuvieron diferencias con respecto al grupo de células tratadas con 35
Mg de CS (P<0.0001, P<0.0001). Al realizar el analisis comparativo entre los dias 1, 2, 3y
5 post-infeccién solo el control de infeccion y el grupo de células infectadas y tratadas con
15 ug de CS obtuvieron diferencias significativas (P<0.0001, P=0.0336) de los valores del

dia 5 con respecto al dia 1 post-infeccion (Grafica 5).
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Grafica 5. Cuantificacién temprana de RANTES en los sobrenadantes de cultivo de
los ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1us en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. Cada barra corresponde

al promedio de un triplicado.
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8. Cuantificacién de la expresion de los receptores CD4, CXCR4 y CCR5 por
citometria de flujo en células MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1us en
presencia de GAGs y CS.

CDA4. Los datos no presentaron una distribucién normal pero si igualdad de varianzas. Se
aplico la prueba no parameétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la
comparacion entre grupos. Los grupos de células infectadas y tratadas con 15y 25 ug de
GAGs presentaron diferencias con los grupos de células infectadas y tratadas con 1y 10
Mg de CS (P=0.0082, 0.0080) (P=0.0008, 0.0008). El grupo de células infectadas y tratadas
con 5 ug de CS present6 diferencias con los grupos de células infectadas y tratadas con 15
y 25 ug de GAGs (P=0.0238, 0.0028). En el grupo de células infectadas y tratadas con 25
Mg de GAGs también se observaron diferencias con el grupo de células infectadas y
tratadas con 5 ug de GAGs (P=0.0346). El grupo de células tratadas con 25 ug de GAGs
presentdé una diferencia significativa con el grupo de células infectadas y tratadas con 10

Mg de CS (P=0.0493) (Figura 8 A).

CXCRA4. Los datos no presentaron una distribucion normal pero si igualdad de varianzas.
Se aplico la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la
comparacion entre grupos. El grupo de células infectadas y tratadas con 10 ug de CS
presento una diferencia significativa con el control de células (P=0.0402) y con los grupos
de células tratadas con 1, 5, 10 y 15 pg de CS (P=0.0303, P=0.0161, P=0.0111, P=0.0156)
y con los grupos de 1, 5y 10 pg de GAGs (P=0.0176, P=0.0396, P=0.0232). El grupo de
células tratadas con10 pg de CS presento diferencias con el control de infeccion (P=0.0427)

(Figura 8 B).
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CCRS5. Los datos no presentaron una distribucién normal ni igualdad de varianzas. Se aplicé
la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion
entre grupos. El grupo de células tratadas con 35 ug de GAGs presento diferencias con los
grupos control de células (P=0.0010) y de infeccion (P=0.0066) y con los grupos de células
tratadas con 1, 5, 10, 15, 25 y 35 ug de CS (P=0.0192, P=0.0197, P=0.0133, P=0.0302,
P=0.0061, P=0.0231) y los grupos de células tratadas con 1, 5, 10 y 25 pg de GAGs
(P=0.0165, P=0.0154, P=0.0225, P=0.0040), asi como con los grupos de células infectadas
y tratadas con 15, 25 y 35 ug de CS (P=0.0297, P=0.0085, P=0.0076) y de GAGs
(P=0.0051, P=0.0014, P=0.0150). EI grupo células infectadas y tratadas con 1 ug de CS
presentd diferencias con el control de células (P=0.0179) y el grupo células infectadas y
tratadas con 25 ug de GAGs (P=0.0231). El grupo de células infectadas y tratadas con 10
Mg de CS presento diferencia significativa al compararlo con el control de células (P=0.0450)

(Figura 8 C).
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Figura 8. Cuantificacion de la expresion de CD4, CXCR4 y CCR5 por citometria de
flujo, en las células MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1us en presencia de CS y
GAGs de laleche humana. A) Expresién de CD4 en MT2 sin infectar e infectadas con VIH-
1us tratadas con diferentes concentraciones de CS y GAGs, B) Expresion de CXCR4 en
MT?2 sin infectar e infectadas con VIH-1us tratadas con diferentes concentraciones de CS'y
GAGs, C) Expresion de CCR5 en MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1us tratadas con
diferentes concentraciones de CS y GAGs. Los valores representados en unidades de
intensidad media de fluorescencia (IMF), corresponden al valor promedio de 3
experimentos. Las diferencias significativas se indican por * (diferencias con el control de
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células), ** (diferencias con el control de infeccion), - (diferencias entre grupos tratados con
CS), + (diferencias entre grupos tratados con GAGs).

9. Cuantificacion de la expresiéon de CD38 por citometria de flujo, en las células
MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1ug en presencia de CS y GAGs.

Los datos presentaron una distribucion normal e igualdad de varianzas. Se aplicé la prueba

paramétrica Tukey con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion entre grupos. El

grupo de células infectadas y tratadas con 35 pug de CS presentd diferencias significativas

con los controles de células (P=0.0075), con el control de infeccion (P=0.0030) y con los

grupos de células sin infectar y células infectadas tratadas con 35 ug de GAGs (P=0.0463,

P=0.0036). El grupo de células tratadas con 15 yg de GAGs present6 diferencias con el

&

control de infeccion (P=0.0432) (Grafica 6).
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Grafica 6. Cuantificacion de la expresiéon de CD38 por citometria de flujo, en las
células MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1us en presencia de CS y GAGs de la
leche humana. Los valores representados en unidades de IMF, corresponden a los valores
promedio de 1 experimento donde se realizaron 3 determinaciones por grupo. Las
diferencias significativas se indican por * (diferencias con el control de células), **
(diferencias con el control de infeccion), - (diferencias entre grupos tratados con CS), +
(diferencias entre grupos tratados con GAGSs)
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10.Cuantificacién del Flujo de Ca?* por citometria de flujo, en células MT2 tratadas
con GAGs de la leche humana y CS de cartilago de tiburén

Se observaron incrementos en el flujo de Ca?* en las células tratadas con ionomicina y la

proteina recombinante humana SDF-1. Siendo la ionomicina la que causé un mayor

aumento en la IMF. Ninguno de los grupos tratados con CS o GAGs presenté cambios. Los

resultados corresponden a un duplicado por lo que son necesarias mas repeticiones para

determinar si hay diferencias significativas (Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion del Flujo de Ca?* por citometria de flujo, en células MT2
cargadas con Fluo 3 y Fura Red. Control de células (A), Células + ionomicina (B), Células
+ SDF-1 (C), Células + CS (D, E, F), Células + GAGs (G, H, I, J). Los valores representados
en unidades de IMF, corresponden a los valores promedio de 1 experimento donde se
realizaron 2 determinaciones por grupo.
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11.Ensayos de inhibicion de la infecciéon MT2 por la cepa VIH-1un con GAGs de la
leche humana y CS de cartilago de tiburén

Los datos presentaron una distribucién normal pero no varianzas iguales. Se aplico la
prueba no parameétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion
entre grupos. Los grupos de células MT2 tratados con 15 y 35 ug de CS (P=0.0015,
P<0.0001) presentaron un porcentaje de inhibicidn significativa y diferencias con respecto
al control de infeccién. El grupo de células tratadas con 35 pug de CS present6 diferencias
con los grupos tratados con 1, 5, 10 y 25 ug de CS (P=0.0008, P=0.0010, P=0.0005,
P=0.0001). Se observo una inhibicion significativa de la infeccion por VIH-1un en los grupos
de células infectadas y tratadas con 5, 10, 15, 25 y 35 ug de GAGs (P=0.0003, P=0.0002,
P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001). Los grupos de células tratadas con 15, 25 y 35 ug de
GAGs tuvieron diferencias con los grupos de 1, 5, 10 y 25 ug de CS (P=0.0003, P=0.0004,
P=0.0002, P<0.0001) (P=<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001) (P=0.0052, P=0.0063,
P=0.0037, P=0.0016) y con el grupo tratado con 1 pg de GAGs (P=0.0003, P<0.0001,
P=0.0070). Los grupos de 5y 10 yg de GAGs presentaron diferencias con el grupo de 25

ug de CS (P=0.0337, P=0.0282) (Gréafica 7).

50



120

100 . +

H% +

+
80
* %k
60 -
* %k
40
i +
Pt
+
20 -
I |
0
v v v I o)

& v L& % % % % %(50 (,VG’ &69 & & X X
SV N TN SRR RS SIS A LA oA O S A A S
& NN Y 5 N R R R

N ) D N ~ o)

Porcentaje de
inhibicién (%)

MW VIH +CS
MW VIH + GAGs

Grafica 7. Porcentaje de inhibicion de la infeccion de MT2 con la cepa VIH-1un en
presencia de diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. Las
barras representan al promedio de los 2 experimentos realizados y cada muestra se probd
por triplicado. Las diferencias significativas se indican por ** (diferencias con el control de

infeccion), - (diferencias entre grupos tratados con CS), + (diferencias entre grupos tratados
con GAGSs).
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En la infeccion de las células MT2 por la cepa VIH-1un se observd bajo el microscopio la
aparicion de sincicios (células gigantes multinucleadas) (Figura 10 D). No se presentaron
efectos citotoxicos en los controles de CS y GAGs aun con las concentraciones de 35 ug
(Figura 10 B y C). Los GAGs de la leche humana demostraron una inhibicion dosis-
dependiente de la formacién de sincicios en las MT2 infectadas con VIH-1un (Figura 10 G

y H) en comparacion con las células tratadas con CS donde no se observé una inhibicion

significativa de la formacion de sincicios (Figura 10 Ey F).

Figura 10. Inhibicién de la formacién de sincicios en células MT2 infectadas con VIH-
1mn en presencia de GAGs de la leche humana. Se observan al microscopio con un
aumento de 400X: Control de células (A), Células + 35 pg de CS (B), Células + 35 pg de
GAGs (C), Células + VIH-1un (D), Células + VIH-1un + 1 ug de CS (E), Células + VIH-1un
+ 35 pg de CS (F), Células + VIH-1mn + 1 pg de GAGs (G), Células + VIH-1umn + 35 pg de
GAGs (H).
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12. Cuantificacion por ELISA de MIP-1a en los sobrenadantes de los ensayos de
inhibicién de la infeccion de MT2 por VIH-1un en presencia de CS y GAGs

Los datos no presentaron una distribucion normal ni varianzas iguales. Se aplico la prueba
no parametrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion entre
grupos. Los grupos de células tratadas con 1, 5, 10, 15, 25 y 35 ug de CS presentaron
diferencias con el control de infeccién (P=<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001,
P<0.0001, P=0.0003). EI grupo de células infectadas y tratadas con 25 ug de CS presenté
diferencias con los grupos de células tratadas con 1, 5, 10 y 15 ug de CS (P=0.0226,
P=0.0359, P=0.0093, P=0.0089), el grupo de células infectadas y tratadas con 15 ug de CS
presento diferencias con los grupos de células tratadas con 1, 10y 15 ug de CS (P=0.0326,
P=0.0136, P=0.0132). El grupo de células infectadas y tratadas con 10 ug de CS presento
diferencias con los grupos de células tratadas con 10y 15 ug de CS (P=0.0334, P=0.0341).
El control de infeccidon obtuvo diferencia significativa con respecto al control de células
(P<0.0001) y los grupos de células tratadas con 1, 5, 10, 15, 25y 35 ug de GAGs (P<0.0001,
P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001) y VIH* tratadas con 10, 15, 25y 35
pg de GAGs (P=0.0115, P=0.0007, P<0.0001, P<0.0001). El grupo de células tratadas con
1ug de GAGs obtuvo diferencias con el control de infeccidn (P<0.0001) y el grupo de células
infectadas y tratadas con 1 ug de GAGs (P=0.0127), mientras que el grupo de células
tratadas con 35 ug de GAGs present6 diferencias con el control de infeccion (P<0.0001) y
con los grupos de células infectadas y tratadas con 1, 5, 10 y 15 ug de GAGs (P<0.0001,
P=0.0002, P=0.0031, P=0.0400). EI grupo de células infectadas y tratadas con 1ug de
GAGs presento diferencia con los grupos de células tratadas con 1, 5, 10,15, 25, 35 ug de
GAGs (P=0.0127, P=0.0026, P=0.0003, P<0.0001, P=0.0001, P<0.0001) y con los grupos
de células infectadas y tratadas con 35 y 25 ug de GAGs (P<0.0001, P=0.0002). El grupo
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de células infectadas y tratadas con 35 ug de GAGs obtuvo diferencias con el control de

infeccion (P<0.001) y con los grupos de células infectadas y tratadas con 1, 5, 10 ug de

GAGs (P<0.0001, 0.0002, 0.0031) (Figura 11).
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Figura 11. Cuantificaciéon por ELISA de MIP-1a en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicién de la infecciéon de MT2 por la cepa VIH-1un en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. A) MT2 sin infectar e
infectadas con VIH-1wn tratadas con diferentes concentraciones de CS, B) MT2 sin infectar
e infectadas con VIH-1un tratadas con diferentes concentraciones de GAGs. Las barras
corresponden al promedio de los 2 experimentos realizados. Las diferencias significativas
se indican por * (diferencias con el control de células), ** (diferencias con el control de
infeccion), - (diferencias entre grupos tratados con CS), + (diferencias entre grupos tratados
con GAGs).
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13.Cuantificacion por ELISA de MIP-1B en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion MT2 por la cepa VIH-1un en presencia de

CS y GAGs
Los datos presentaron una distribucién normal pero no varianzas iguales. Se aplico la
prueba no parameétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion
entre grupos. Se presento diferencia entre los grupos de células tratadas con 1ug y 25 ug
de CS (P=0.0117). Los grupos de células tratadas con 15 y 35 ug de GAGs presentaron
diferencias con los grupos de células infectadas y tratadas con 1y 5 ug de GAGs (P=0.0021,
P=0.0219) (P=0.0030, P=0.0296). El grupo de células infectadas y tratadas con 1 ug de
GAGs presento diferencias con los grupos de células tratadas con 5, 15, 25 y 35 ug de
GAGs (P=0.0397, P=0.0021, P=0.0117, P=0.0030) y con el grupo de células infectadas y
tratadas con 35 ug de GAGs (P<0.0001). El grupo de células infectadas y tratadas con 35
Mg de GAGs presentod diferencias con los controles de células (P=0.0415) y de infeccion
(P<0.0001), asi como con los grupos de células infectadas y tratadas con 1, 5, y 10 ug de

GAGs (P<0.0001, P=0.0009, P=0.0151) (Figura 12).
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Figura 12. Cuantificacion por ELISA de MIP-1B en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1un en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. A) MT2 sin infectar e
infectadas con VIH-1wn tratadas con diferentes concentraciones de CS, B) MT2 sin infectar
e infectadas con VIH-1un tratadas con diferentes concentraciones de GAGs. Las barras
corresponden al promedio de los 2 experimentos realizados. Las diferencias significativas
se indican por * (diferencias con el control de células), ** (diferencias con el control de
infeccion), - (diferencias entre grupos tratados con CS), + (diferencias entre grupos tratados
con GAGsS).
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14.Cuantificaciéon por ELISA de RANTES en los sobrenadantes de cultivo de los
ensayos de inhibicion de la infeccion por MT2 por la cepa VIH-1un en presencia

de CS y GAGs
Los datos no presentaron una distribucion normal ni varianzas iguales. Se aplico la prueba
no parametrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion entre
grupos. Solo los grupos de células sin infectar y células infectadas tratadas con 35 ug de

GAGs presentaron diferencias con el control de infeccion (P=0.0306, 0.0282) (Figura 13).
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Figura 13. Cuantificacion por ELISA de RANTES en los sobrenadantes de cultivo de
los ensayos de inhibicion de la infeccion de MT2 por la cepa VIH-1wn en presencia de
diferentes concentraciones de CS y GAGs de la leche humana. A) MT2 sin infectar e
infectadas con VIH-1un tratadas con diferentes concentraciones de CS, B) MT2 sin infectar
e infectadas con VIH-1un tratadas con diferentes concentraciones de GAGs. Las barras
corresponden al promedio de los 2 experimentos realizados. Las diferencias significativas
se indican por ** (diferencias con el control de infeccion).
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15.Cuantificacion de la expresion de los receptores CD4, CXCR4 y CCR5 por
citometria de flujo en células MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1un en

presencia de GAGs y CS

CDA4. Los datos no presentaron una distribucion normal ni igualdad de varianzas. Se aplico
la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion

entre grupos. No se observaron diferencias entre los grupos (Figura 14 A).

CXCRA4. Los datos presentaron una distribucién normal e igualdad de varianzas. Se aplico
la prueba paramétrica Tukey con un valor de P menor a 0.05 para la comparacion entre

grupos. No se observaron diferencias entre los grupos (Figura 14 B).

CCRS5. Los datos no presentaron una distribucion normal pero si igualdad de varianzas. Se
aplicé la prueba no paramétrica Kruskal Wallis con un valor de P menor a 0.05 para la
comparacion entre grupos. Todos los grupos excepto el control de células y el grupo de

células tratadas con 15 pug de GAGs presentaron diferencias con el control de infeccion

(Figura 14 C).
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Figura 14. Cuantificacion de la expresion de CD4, CXCR4 y CCR5 por citometria de
flujo, en las células MT2 sin infectar e infectadas con VIHun en presencia de CS y
GAGs de laleche humana. A) Expresién de CD4 en MT2 sin infectar e infectadas con VIH-
1wn tratadas con diferentes concentraciones de CS y GAGs, B) Expresion de CXCR4 en
MT?2 sin infectar e infectadas con VIH-1un tratadas con diferentes concentraciones de CS'y
GAGs, C) Expresion de CCR5 en MT2 sin infectar e infectadas con VIH-1mn tratadas con
diferentes concentraciones de CS y GAGs. Los valores representados en unidades de
intensidad media de fluorescencia (IMF), corresponden al valor promedio de 2
experimentos. Las diferencias significativas se indican por ** (diferencias con el control de

infeccion).
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Discusion

Los resultados obtenidos en el modelo con la linea celular MT2 infectada con VIH-1u8 en
presencia de los GAGs de la leche humana, concuerdan con lo reportado en estudios
previos de Viveros-Rogel y colaboradores (2004), debido a que los glicoconjugados
inhibieron en mas de un 80 % la infeccion y se observé que el efecto fue dosis dependiente.
Los GAGs presentaron un efecto inhibidor mas potente sobre la infeccién con VIH-1us, en
comparacion con el CS comercial (Grafica 1). Este efecto se debe probablemente a que
en la fraccion de GAGs que se probd en los ensayos celulares, estan presentes diversas
especies con caracteristicas estructurales distintas, como la longitud de sus cadenas y con
diferentes grados de sulfatacion que al tener cargas anionicas de distinta intensidad,
permiten una amplia gama de interacciones con los dominios de la glicoproteina gp120 del
VIH-1 con carga catidnica, que limita por mas tiempo el contacto de esta proteina viral con
el receptor CD4, con respecto al CS comercial que al ser sélo una especie de
glicoconjugado, ve limitada su capacidad de interaccién con la envoltura viral permitiendo

un mayor contacto del VIH-1 con las células CD4* (Gandhi y Mancera, 2008).

La quimiocina SDF-1 no pudo ser cuantificada pues los valores obtenidos en los ensayos
de ELISA dieron lecturas por debajo de la curva estandar utilizada, este resultado hace
necesario aumentar la sensibilidad para su cuantificacion en estudios posteriores y permite
considerar que la infeccion por VIH-1us, CS y los GAGs no tienen efecto en la generacién
de SDF-1. Ademas, el no observar un aumento en sus niveles por la infeccion con VIH-1us
posiblemente indique que SDF-1 no contribuye a la inhibicion de la infeccion ocupando al

receptor CXCR4 impidiendo la interaccidn de éste con la glicoproteina gp120 del VIH-1.

60



Las proteinas MIP-1a, MIP-18 y RANTES no juegan un rol prioritario en los modelos de
inhibicion de la infeccion empleados (células MT2 infectadas con las cepas VIH-1us y VIH-
1mn), pues al ser ligandos de CCR5, no compiten por el correceptor CXCR4 con las
glicoproteinas gp120 de estos virus X4, como ocurre con SDF-1. Sin embargo, se realizd
la cuantificacion de MIP-1a, MIP-13 y RANTES para evaluar si el CS o los GAGs de la leche
humana podian tener un efecto sobre su receptor CCR5 induciendo su produccion. Los
resultados obtenidos muestran que las concentraciones de MIP-1a, MIP-18 y RANTES no
se ven modificadas con el CS o los GAGs, lo que rechaza la hipotesis planteada (Figuras 6
y 7). MIP-1B8 y RANTES no presentaron cambios en los controles de infeccion a diferencia
de MIP-1a lo que indica que durante el proceso de infeccién en las células MT2 por VIH-
1B solo esta quimiocina forma parte de la respuesta para contrarrestar la propagacion del
virus. En los grupos de células infectadas y tratadas con 10, 15, 25 y 35 ug de GAGs se
obtuvieron disminuciones significativas de MIP-1a con respecto al control de infeccion
(P=0.0052, P=0.0106, P=0.0104, P<0.0001) (Figura 5). Estas diferencias correlacionan con
los elevados porcentajes de inhibicidon obtenidos por estas concentraciones de GAGs
(Grafica 1), debido a que al ser la infeccién por VIH-1ui el estimulo para el aumento en la
sintesis de MIP-1a, entre menor sea la infeccion, la produccion de la quimiocina se vera
disminuida. Es interesante notar que el grupo de células infectadas y tratadas con 35 ug de
CS presentd un porcentaje de inhibicién mayor (61%) que el grupo de células infectadas y
tratadas con 10 ug de GAGs (45%), y aun asi el grupo tratado con 10 ug de GAGs provoco
una disminucion significativa en la cuantificacion de MIP-1a con respecto al control de
infeccién (P=0.0052), mientras que en las células tratadas con CS no se observd una
disminucion. Este efecto podria atribuirse a la abundancia de la especie HS en la leche
humana (40% de la composicion total de GAGs) que posiblemente impidié su cuantificacion,
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ya que se ha descrito que el HS tiene la capacidad de interaccionar de forma directa con
RANTES y MIP-1a (Koopmann y Krangel, 1997; Martin et al., 2001; Gandhi y Mancera.,

2008).

La evaluacién de la produccion de las quimiocinas SDF-1, MIP-1a, MIP-13 y RANTES en
los dias 1, 2 y 3 post-infeccion se efectu6 para conocer la dinamica que seguia este evento
y verificar que cambios importantes no estuviesen siendo omitidos por una cuantificacién
tardia de las quimiocinas (Graficas 3, 4 y 5). SDF-1 no pudo ser cuantificada en estos
intervalos de tiempo pues nuevamente los valores obtenidos se salieron por debajo de la
curva estandar empleada, lo que parece indicar que esta quimiocina tampoco participa en
la inhibicion de la infeccion en intervalos relativamente cortos de tiempo después de la
infeccion y que SDF-1 no compite con la glicoproteina gp120 del VIH-1us por CXCR4; sin
embargo, como se menciond anteriormente estudios mas sensibles para su cuantificacion

son necesarios para la confirmacién de estos resultados.

De forma general las concentraciones de MIP-13 y RANTES no sufrieron cambios debidos
a la exposicion de las células MT2 al VIH-1us, el CS o los GAGs, lo que corrobora lo
observado en las cuantificaciones al dia 5 post-infeccion (Graficas 4 y 5). En cambio MIP-
1a si presentd diferencias en su concentracion, principalmente en los grupos de células
infectadas y tratadas con CS y GAGs, corroborando el hallazgo de un aumento de esta
quimiocina como respuesta a la infeccion por VIH-1us incluso en etapas tempranas de la

infeccion (Gréfica 3).

Para evaluar si los GAGs producian un efecto en la expresion de los receptores CD4,
CXCR4 y CCR5 que contribuyera a la inhibicién de la infeccion de las células MT2, se

evaludé su expresion en la membrana celular por citometria de flujo (Figura 8). No se
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observaron diferencias significativas en la expresion del receptor CD4 en ningun grupo con
respecto al control de células, lo que descarta un efecto de los GAGs sobre la expresiéon de
este receptor, aunque si se observaron diferencias entre los grupos de células infectadas y
tratadas con CS o GAGs. El grupo de células infectadas y tratadas con 35 pug de CS,
presento diferencias con respecto a los grupos de células infectadas y tratadas con 1y 10
Mg de CS (P=0.0353, P=0.0345). Mientras, que el grupo de células infectadas y tratadas
con 25 ug de GAGs presenté diferencias con el grupo de células infectadas y tratadas con
5 ug de GAGs (P=0.0346) y con los grupos de células infectadas y tratadas con 1, 5y 10
Mg de CS (P=0.0008, P=0.0028, P=0.0008) (Figura 8 A). Este resultado era esperado,
debido a que una vez que la célula CD4* es infectada por el VIH-1, se produce una
regulacion a la baja del receptor CD4 mediada por las proteinas virales Nef y Vpu
(Lindwasser, Chaudhuri et al., 2007). Por lo que, en los grupos donde la inhibicion de la
infeccion fue baja con valores menores al 80%, la expresion de este receptor disminuyo,
siendo este efecto contrarrestado por el aumento de las concentraciones de CS y GAGs
(Grafica 1). En general los resultados para los receptores CXCR4 y CCR5 indican que ni el
VIH-1ue, el CS o los GAGs tienen efecto sobre su expresiéon (Figura 8 B y C). Esto es
contrario a lo esperado pues al ser CXCR4 el correceptor que las cepas virales X4 utilizan
preferentemente para infectar, se esperaba que se obtendrian niveles bajos en la
evaluacion fenotipica de este receptor en las células infectadas pues se consideraba que
al interactuar las proteinas gp120 de los virus con dicho receptor disminuiria la cantidad de

receptores marcados con el anticuerpo anti-CXCR4 y su IMF.

La cuantificacién del receptor y marcador de activacion del sistema inmune: CD38 en los
grupos de células tratadas con CS y GAGs no presentd cambios con respecto al control

(Gréafica 6). Esto concuerda con los resultados obtenidos en la cuantificacion de la
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produccion de las quimiocinas y sus respectivos correceptores, ya que se corrobora que
los glicoconjugados no tienen efecto sobre las células MT2. Sin embargo, el control de
infeccion no presentd un incremento significativo en la expresion de CD38, lo que no
concuerda con lo reportado, debido a que este receptor se considera como un marcador de
activacién de los linfocitos T CD4* ante la infeccion por VIH-1 y se tiene la certeza de que
se obtuvo una infeccién de las células MT2 por la cepa VIH-1us. Este resultado sugiere la
necesidad de emplear una metodologia alterna o realizar un mayor numero de repeticiones
de la determinacién de CD38 para descartar que no se traté de un error experimental o
confirmar que la infeccion por la cepa VIH-1us no induce un aumento significativo en la

expresion de este receptor en las células MT2.

En la evaluacion por citometria del flujo de Ca?* intracelular en las células MT2 tratadas con
diferentes concentraciones de CS y GAGs durante 10 minutos tampoco se observaron
diferencias con respecto al grupo control (Figura 9). Sefalando nuevamente que el CS y
los GAGs no ejercen un efecto de activacion sobre estas células. Sin embargo, al ser datos
obtenidos de un duplicado no pudo realizarse una prueba estadistica para determinar si

hubo diferencias significativas.

En el modelo con la linea celular MT2 infectada con VIH-1un en presencia de los GAGs y
CS se observé también una inhibicidn significativa de la infeccidén y este efecto fue dosis-
dependiente. Las células infectadas y tratadas con los GAGs de la leche humana,
alcanzaron porcentajes de inhibicion del 86, 96 y 98% al utilizar las concentraciones de 15,
25 y 35 ug, respectivamente (P<0.0001). Mientras, que, con el tratamiento con CS se
obtuvo una inhibicion maxima del 83 % con 35 pg (P<0.0001) (Gréfica 7). Los porcentajes

mayores de inhibicion alcanzados por los GAGs con respecto al CS se deben posiblemente,
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al igual que en el modelo de infeccion con VIH-1s, a la diversidad de especies de GAGs
que existen en la leche humana y que limitan de una forma mas efectiva que el CS

comercial, la interaccion de los virus con el receptor CDA4.

La quimiocina SDF-1 tampoco pudo ser cuantificada en este modelo de infeccion ya que
los valores obtenidos en los ensayos de ELISA fueron menores a los de la curva estandar,
este resultado resalta nuevamente la necesidad de aumentar la sensibilidad para la
cuantificacion de la quimiocina en posteriores estudios y deja abierta la posibilidad de que
SDF-1 no participe en la inhibicion de la infeccion compitiendo por CXCR4 con la proteina
gp120 del VIH-1un. Aunque estudios previos realizados con neutrofilos, monocitos y
linfocitos T han mostrado la expresién de SDF-1 durante la infeccidn por cepas X4 y su
capacidad para inhibir la infeccion por impedimento estérico de la union de la proteina
gp120 con CXCR4 (Arenzana-Seisdedos, 2015). Es posible que los resultados obtenidos
indiquen en particular, que la cepa MT2 no expresa en concentraciones suficientes a SDF-
1 para emplearla en modelos de infeccion por cepas X4 como VIH-1us y VIH-1un. Para
MIP-18 y RANTES no se obtuvieron diferencias significativas en sus concentraciones
dependientes del CS o del VIH-1wun, sin embargo, ambas quimiocinas parecen presentar un
ligero aumento en los controles de infeccion y una tendencia a la baja tanto en las muestras
tratadas con GAGs infectadas y sin infectar (Figuras 12y 13) y en las muestras sin infeccion
y tratadas con las diferentes concentraciones de GAGs. Este fendmeno puede deberse a
una posible interaccién directa de los glicoconjugados sobre las quimiocinas que pudiera
impedir su cuantificacién. En las muestras infectadas con VIH-1un y expuestas a diferentes
concentraciones de GAGs, la disminucion en la expresion de las quimiocinas puede
correlacionarse con los elevados porcentajes de inhibiciéon (Grafica 7), indicando poco

efecto del virus sobre las MT2 o bien deberse a la interaccion directa de los glicoconjugados
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sobre MIP-18 y RANTES. MIP-1a vio aumentada su concentracion por la infeccion por VIH-
1mn (163 ng/ml) con respecto al grupo control de células (93 ng/ml) (P<0.0001). EI CS no
generd cambios significativos en la concentracion de MIP-1a, aunque se observa una
aparente disminucion en su concentracion en los grupos infectados y tratados con este
glicoconjugado (Figura 11). Este resultado podria explicarse como resultado de la inhibicion
de la infeccion causada por CS. Los grupos infectados y sin infectar tratados con las
diferentes concentraciones de GAGs presentan la misma tendencia de disminucion
mencionada anteriormente para MIP-1p y RANTES pues al aumentar la concentracion de
GAGs disminuye la de MIP-1a. De igual forma en los grupos sin infeccién este
comportamiento a la baja puede deberse a la interaccion directa de los glicoconjugados
sobre MIP-1a y en las células infectadas a los altos niveles de inhibicion de la infeccion

(Grafica 7).

La cuantificacidn de la expresion de CXCR4 no presentd ninguna diferencia entre grupos
(Figura 14 B), sin embargo, se esperaba una disminucion de la expresion de este receptor
producto de su interaccion con las proteinas gp120 del VIH-1mn. ElI no observar una
disminucién de la expresion fenotipica de CXCR4 en los dos modelos de infeccion con las
cepas VIH-1us y VIH-1mn, puede deberse a que al dia 5 post-infeccion, en el cual se realizé
la cuantificacion de CXCR4, la mayoria de las células ya habian sido infectadas y los virus
X4 habian entrado en una etapa de la infeccion con bajos niveles de replicacién. CCR5 no
presenté cambios en presencia de CS, GAGs o el VIH-1un (Figura 14 C), lo que descarta
cambios en su expresidn por la accion de los glicoconjugados. De igual forma la expresion
de CD4 no fue modificada de forma significativa por el CS, los GAGs o el VIH-1uN, aunque

se observo una ligera disminucién en la expresién de este receptor en los controles de
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infeccion (Figura 14 A) lo que concuerda con su regulacién a la baja causada por las

proteinas virales Nef y Vpu y que ha sido previamente reportada.

Es importante mencionar que, aunque el valor obtenido de TCID50 para la cepa VIH-1us
1.65 X 108/ml fue mayor que el de VIH-1un 6.45 X 10%/ml (Tabla 4), lo cual indica una mayor
infectividad del VIH-1u, los GAGs inhibieron de forma mas efectiva a esta cepa 91-100%
(Grafica 1) que a VIH-1un 86-98 % (Grafica 7). Este efecto puede deberse a las diferencias
en la carga iénica positiva del dominio V3 de la glicoproteina gp120 entre ambas cepas, y
que se atribuye a la presencia de aminoacidos basicos como arginina, lisina e histidina.
Recordemos que los GAGs de la leche humana son moléculas polianidnicas constituidas
de unidades repetidas de diferentes disacaridos con alto grado de sulfatacion (Figura 2),
por lo que los grupos sulfato que confieren la carga idnica negativa de los GAGs, son los
que interaccionan con los aminoacidos basicos del dominio V3 de la gp120, bloqueando asi
la entrada del virus a su célula blanco CD4*. Se sabe que el dominio V3 es la region con
mayor variabilidad genética de la envoltura viral. Por lo tanto, la secuencia de aminoacidos
del dominio V3 no sélo afecta el tropismo de las cepas del VIH-1, sino también su
interaccidén con los GAGs. Los resultados sugieren que la region V3 de la glicoproteina
gp120 de VIH-1u8 pudiera tener un mayor numero de aminoacidos basicos (con carga
idnica positiva) que la del VIH-1umn, haciéndola mas susceptible a la interaccion con los

GAGs (Connell y Lortat-dacob., 2013).

Los resultados obtenidos tanto en el modelo MT2/VIH-1118 como MT2/VIH-1un indican que
los GAGs no tienen un efecto de activacion sobre las células MT2 que modifique la
expresion del receptor CD4 o de los receptores CXCR4 y CCR5 o la expresién de sus

ligandos, sin embargo, las metodologias que se utilizaron en este estudio para la
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determinacion de la activacion celular, no parecen ser las mas adecuadas o bien requieren
de consideraciones adicionales para su realizacion, haciendo necesario la realizacion de
mas experimentos para validar los datos obtenidos. Otro factor importante a considerar, es
aumentar la sensibilidad de las técnicas para la cuantificacion de SDF-1, ya que esta
quimiocina es esencial y no pudo ser cuantificada lo que no permiti6 determinar su
participacion en la inhibicidon de la infeccidn por las cepas X4 a través de una competencia
directa por el receptor CXCR4. Es importante considerar que los efectos tanto de las cepas
virales empleadas como de los GAGs de la leche humana en estos modelos de infeccion
con cepas X4 del VIH-1, posiblemente presenten diferencias a lo ya reportado, debido al

tipo de células utilizado.
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Conclusiones

Los GAGs de la leche humana son glicoconjugados con un alto grado de sulfatacion,
que demostraron ser inhibidores potentes de la infeccion de las células MT2, por
cepas del VIH-1 con tropismo X4, en bajas concentraciones fisiolégicas (hasta 6
veces menos), en los dos modelos in vitro que se utilizaron y el efecto inhibitorio fue
dosis-dependiente.

El efecto inhibidor de los GAGs de la leche humana en la infeccién de las células
MT2 por las cepas VIH-1us y VIH-1mN, fue mas potente que la inhibicion observada
con el CS de cartilago de tiburdén, ya que se requirié de una menor concentracion de
GAGs que del CS, para inhibir mas del 80% de la infeccién por el VIH-1.

Debido a que no se encontré que los GAGs de la leche humana tuvieran ningun
efecto significativo sobre las células MT2 (CD4%), en cuanto a su estado de
activacion, a la expresion de los receptores para el VIH-1, ni en la produccion de
quimiocinas, el efecto inhibidor de los GAGs de la leche humana, se atribuye
principalmente a su interaccidon directa con la glicoproteina gp120 de la envoltura
viral.

Los GAGs de la leche humana son un grupo de compuestos sulfatados naturales
que podrian producirse por sintesis quimica para proponerse como candidatos a
agentes microbicidas y contribuir a una nueva intervencién para bloquear la entrada

y por consecuencia la infeccion del VIH-1 a su célula blanco.
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ANEXO

1. Materiales
1.1 Material de cultivo
e Pipetas seroldgicas estériles de 5ml.
e Pipetas seroldgicas estériles de 10 ml.
e Pipetas serologicas estériles de 25ml.
e Pipetas seroldgicas estériles de 50 ml.
e Botellas de cultivo celular estériles de 25 cm?.
e Botellas de cultivo celular estériles de 75 cm?,
e Tubos para microcentrifuga de 0.5 ml.
e Crioviales de polipropileno de 2 ml con base y tapdn de rosca interno.
e Tubos para centrifuga de 15 ml.
e Tubos para centrifuga de 50 ml.
e Placas para cultivo estériles de 48 pozos con tapa.
e Puntas para micropipeta estériles con filtro de 0.2-10 pl.
¢ Puntas para micropipeta estériles con filtro de 1-200 pl.
¢ Unidades de filtracion de 500 ml con membranas de polietersulfona de 0.22 ym.
e Reservorios reutilizables de 100 ml.
e Guantes de nitrilo.
e Bata quirurgica desechable, impermeable, con manga larga y pufios.
e Vaso de precipitados de 1 L.

e Matraz aforado de 1 L.
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2. Reactivos

2.1Reactivos para cultivo celular

Suero fetal bovino inactivado a 56 °C durante 30 minutos y esterilizado por filtracion.

Medio RPMI 1640 en polvo.

Glutamina-L 200 mM 100 X estéril.

Penicilina-estreptomicina (10,000U/ml-10mg/ml).

PBS 1 X Soluciéon amortiguadora de fosfatos estéril Dulbecco’s.

Solucion de tenido azul-tripan (0.4%).

Estandar de condroitin sulfato de sodio de cartilago de tiburon Sigma-Aldrich®.
Bicarbonato de sodio.

Albumina sérica bovina fraccion V de Sigma-Aldrich®, numero de catalogo A-4503.

2.2Reactivos para el ensayo inmunoenzimatico de ELISA de captura del antigeno

p24 de la capside del VIH-1

Estuche ELISA p24-VIH PerkinElImer®, numero de catalogo: NEKO050B, que

contiene:

1. Microplaca conteniendo 12 tiras removibles con 8 pozos cada una, recubiertos
con anticuerpo monoclonal de raton anti-p24 del VIH-1.

2. Triton X-100 al 5%.

3. Anticuerpo detector (Anticuerpo policlonal de conejo anti-P24 biotinilado).

4. Diluyente de Estreptavidina-HRP.

5. Estreptavidina-HRP concentrada. (Estreptavidina conjugada con peroxidasa de
rabano picante).

6. Tabletas del substrato orto-fenilendiamina-HC (OPD).
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7. Diluyente del substrato.
8. Solucién de lavado 20X (PBS con 1% Tween 20 y 2% 2-cloroacetamida)
9. Solucién de paro (acido sulfarico 4N).

2.3Reactivos para la cuantificacion de las quimiocinas MIP-1a, MIP-13, RANTES y
SDF-1

e Estuche de deteccion para MIP-1a de R&D Systems®, numero de catalogo DMAOO.

e Estuche de deteccion para MIP-13 de R&D Systems®, numero de catalogo DMBOO.

e Estuche de deteccion para RANTES de R&D Systems®, numero de catalogo
DRNOOB.

e Estuche de deteccion para SDF-1 de R&D Systems®, numero de catalogo DSAOQO.

2.4Reactivos para la deteccion de los receptores CD4, CXCR4, CCR5 y CD38 por
citometria de flujo

¢ Anticuerpo monoclonal humano anti-CD4 acoplado a APC de Becton Dickinson®,
numero de catalogo 555349.

e Anticuerpo monoclonal humano anti-CD184 (CXCR4) acoplado a PE de Becton
Dickinson®, numero de catalogo 555974.

e Anticuerpo monoclonal humano anti-CD195 (CCRS5) acoplado a FITC de Becton
Dickinson®, numero de catalogo 555992.

¢ Anticuerpo monoclonal humano anti-CD38 acoplado a PE de Becton Dickinson®,
numero de catalogo 555460.

e PBA (PBS 1X con 1% de albumina sérica bovina y 0.1% de azida de sodio).

e Cytofix de Becton Dickinson®, numero de catalogo 554655.
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2.5Reactivos para la cuantificacion del flujo de Ca?* intracelular por citometria de
flujo

e Fluo-3 de Invitrogen®, numero de catalogo F1241.

¢ Fura de Invitrogen®, numero de catalogo F3021.

e Proteina recombinante humana SDF-1 de abcam®, numero de catalogo ab9798.

¢ |onomicina de Sigma-Aldrich®, numero de catalogo 10634.

3. Equipos e instrumentos de laboratorio

e Micropipeta unicanal para volumenes de 0.5 a 5 yL, de 2 a 20 uL, de 20 a 200 pL,
de 100 a 1000 pL.

e Micropipeta multicanal para volumenes de 5 a 50 pL y de 50 a 300 pL.

e Hemocitébmetro Superior Marienfeld® de 0.0025 mm?.

e Microscopio 6ptico Olympus CH-2®.

e Microscopio invertido Swift®.

e Incubador de CO2 Themo Scientific Steri-Cult CO2z incubator®.

e Centrifuga refrigerada de mesa. Marca Eppendorf 5810R®.

¢ Gabinete de bioseguridad clase 2 tipo A2 Thermo Scientific Serie 1300 ®.

e Ultracongelador ThermoFisher®.

e Tanque de nitrégeno Thermo Scientific Modelo 8141®.

e Barno Maria con temperatura controlada.

e Bomba de vacio.

e Parrilla de agitacion magnética Thermolyne Cimarec 2®.

e Espectrofotdmetro Microplate BenchmarkPlus Biorad®.

e Balanza analitica AccuLab V-600®.
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Potenciémetro 530 Corning Pinnacle®.

Agitador vortex-T Genre 2®.

Citémetro de flujo modelo FACS Aria Il de Becton Dickinson®.

Citémetro de flujo modelo FACScalibur de Becton Dickinson®.
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