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RESUMEN

La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) causa alteraciones neuroldgicas
que son mas graves y frecuentes como consecuenia del envejecimieno de la poblacion. Este
dafio se asocia a la disfuncién neuronal, que patoldégicamente se caracteriza como una pérdida
de sinapsis, acortamiento de neuritas, anormalidades dendriticas, asi comon pérdida neuronal.
A este respecto, varios estudios han observado un aumento significativo de placas amiloides
en cerebros de individuos infectados por el VIH en comparacion con controles sanos, asi
como en individuos VIH positivos que habian estado expuestos a la terapia antirretroviral. En
este trabajo se ha investigado el efecto de la combinacion del péptido B-amiloide e infeccion
por VIH-1 en diferentes células del sistema nervioso. El pretratamiento de las células gliales y
neuronales provoca un incremento en la replicacion viral, asi como el tratamiento combinado
virus y formas de oligdmeros y fibrillas producen un incremento en las especies reactivas de
oxigeno y de la forma activa de la enzima proapoptotica caspasa-3, en astrocitos. Lo que
podria traducirse como un incremento de neurotoxicidad y depositos de P-amiloide en el
cerebro infectado.

Palabras clave:VIH-1, beta-amiloide, neuropatogénesis, especies reactivas de oxigeno,

caspasa-3

ABSTRACT
Infection by human immunodeficiency virus (HIV) promotes neurological alterations which

are more severe and frequents, due to the aging of the population. This dementia is associated
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to neuronal disfunction, and is pathologicaly characterized as sinapse lose, dendritic
abnormalities and neuronal death. Supporting this, several studies have shown a significant
increase of the amyloid plaques in infected HIV brains compared to healthy controls as well
as HIV positive individuals which were exposed to antiretroviral therapy. In the present study
we have investigated the combined effect of amyloid-B and HIV-1 infection in diferent
nervous cells. When we pretreated glial cells and neurons we found an increased viral
replication, as well as the combined treatment of HIV and oligomeric and fibrils forms of
amyloid-p which produce glial increased levels of oxygen reactive species and the
proapoptotic enzyme caspase-3. These observations could be traduced in an increased
neurotoxicity and amyloid-f deposits in infected brains.

Palabras clave: HIV-1, beta-amyloid, neuropathogenesis, oxygen reactive species, caspase-3

INTRODUCCION

El sistema nervioso central (SNC) constituye un importante reservorio para el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) siendo el dafio neuroldgico asociado a la infeccion por el
VIH un grave problema clinico entre individuos con una infeccion prolongada (Sacktor et al.,
2002). A pesar del tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA), introducido en el
ano 1996, el VIH no puede ser erradicado del organismo, existiendo reservorios anatdmicos y
celulares donde el virus persiste y, a pesar de la terapia, continiia causando dafios (Hazleton et
al., 2010). Actualmente, y gracias a la TARGA, los individuos infectados viven mas tiempo,
por lo que la prevalencia de disfunciones cognitivas y motoras se estd incrementando
(Anthony et al., 2005, McArthur, 2004).

El VIH atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) y penetra en el sistema nervioso
precozmente en un periodo de tiempo que va entre pocos dias a semanas postinfeccion en la
periferia (Davis et al., 1992). Una vez en el SNC la principal diana celular del virus son los
macrofagos y la microglia, pero también puede infectar, mediante una via independiente de
linfocitos T CD4, células macrogliales como astrocitos y células endoteliales del endotelio
vascular cerebral, las cuales representan el componente principal de la BHE (Bissel and
Wiley, 2004). En cuanto al dafio neuronal, la mayoria de los trabajos postulan que es debido a
mecanismos inflamatorios y condiciones de estrés originados por otros tipos celulares
residentes en el SNC infectados y/o activados, pero no por el contacto directo del VIH-1 con
la célula neuronal. A este respecto, algunas publicaciones han mostrado que los progenitores
neuronales pueden ser infectados, jugando un papel eventual como reservorio viral (Lawrence

et al., 2004).
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Uno de los marcadores neuropatologicos en la enfermedad de Alzheimer es la formacion de
placas neuriticas de péptido beta-amiloide (BA). Las placas neuriticas se forman a partir de
BA1-40 y BA1-42 extracelular, que rodea neuritas distroficas, microglia reactiva y astrocitos,
encontrandose la mayoria del BA de estas placas en forma de fibrillas insolubles (Selkoe,
2004), aunque se puede encontrar BA en diferentes formas como mondémeros, dimeros u
oligomeros solubles y fibrillas insolubles (Pulliam, 2009). El BA difuso soluble podria ser el
iniciador principal de la neurodegeneracion y los dimeros u oligdbmeros de BA podrian ser
neurotoxicos (Ferreira et al., 2007). Por tanto, parece que los depdsitos de BA podrian usarse
para predecir una disfuncion neurocognitiva que conduzca a la enfermedad de Alzheimer
(Cummings et al., 1996).

Las neuronas son consideradas la principal fuente de BA tanto en cerebros sanos como con
enfermedad de Alzheimer (Zhao et al., 1996). Dentro del SNC entre poblaciones celulares
especificas las neuronas expresan niveles mayores de BACE-1 (la B-secretasa encargada de
iniciar la generacion del péptido BA) que las células gliales, indicando, por tanto, que las
células gliales, como los astrocitos, son menos significativas a la hora de generar BA bajo
condiciones normales (Vassar et al.,, 1999). No obstante, es importante remarcar que la
enfermedad de Alzheimer podria necesitar décadas en su desarrollo y progresion, y el nimero
de astrocitos es cinco veces mayor que el de neuronas en el cerebro (Sofroniew and Vinters,
2010). Por lo que cabe la posibilidad de que la generacion de BA derivado de astrocitos,
aunque con una produccion basal menor por célula, pudiera contribuir significativamente a
los niveles cerebrales de PA agravando la patologia amiloide a lo largo de la enfermedad de
Alzheimer.

Distintas evidencias indican una mayor deposicion de PA en el cerebro de pacientes
infectados por el VIH-1 (Esiri et al.,, 1998) y las neuronas de pacientes infectados con
sintomas neuroldgicos presentan una mayor expresion de la proteina precursora amiloide
(APP) (Mankowski et al., 2002). Presentando mayores niveles de BA los individuos que
presentan complejo demencia SIDA (CDS) en comparacion con individuos-VIH sin
alteraciones neuroldgicas. Por ltimo, se ha observado que el incremento en los niveles de fA
no correlaciona con la edad, demencia o niveles de linfocitos T CD4, sino que el nimero de
placas difusas de BA correlaciona con la duracion de la infeccion por VIH (Rempel and
Pulliam, 2005). Los mecanismos que subyacen a las interacciones entre el BA y la infeccion
por el VIH-1 no se entienden completamente, pero varios factores y/o vias parecen estar

implicados. Se ha postulado que el envejecimiento, el propio virus, y los efectos secundarios
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del tratamiento antirretroviral, pueden contribuir a la acumulacion de amiloide neuronal en el
espacio perivascular (Green et al., 2005).

Proteinas virales, como Tat o gp120 pueden promover respuestas proinflamatorias a nivel de
la BHE (Toborek et al., 2005) y el péptido amiloide por si mismo es un factor proinflamatorio
que puede desencadenar respuestas neuroinflamatorias (Rogers et al., 2007) y alterar la
integridad del endotelio (Blanc et al., 1997). Se ha visto que elevados niveles de BA durante la
causan neuroinflamacion y neurodegeneracion, conduciendo a demencia en tltima instancia, a
través de una cascada de eventos neurotoxicos (Holtzman et al., 2011). Los procesos
neuroinflamatorios resultantes suelen implicar la liberacion por parte de células gliales
activadas de un grupo de moléculas potencialmente neurotoxicas, incluyendo especies
reactivas de oxigeno (ROS), 6xido nitrico, citocinas y quimioquinas proinflamatorias (IL-1,
TNF-a, IFN-[1). Niveles excesivos de estos mediadores asi como un estado cronico de
inflamaciéon  inducen dafio neuronal en practicamente cualquier enfermedad
neurodegenerativa, como la enfermedad de Alzheimer, a través de diversos mecanismos
(McGeer and McGeer, 1995). Por ejemplo, los mediadores proinflamatorios conducen a la
activacion astrocitaria produciéndose la expresion de proteina acida fibrilar glial (GFAP), un
filamento intermedio de tipo III, identificado por primera vez en astrocitos (Eng, 1985) que,
aunque no es esencial para la apariencia y funcion normales de la mayoria de los astrocitos en
el SNC sano, se encuentra sobre expresada durante los procesos de astrogliosis reactiva y la
formacion de cicatrices gliales, que ocurren como respuesta a la mayoria de dafios cerebrales
(Eddleston and Mucke, 1993, Pekny and Pekna, 2004) . También el estrés oxidativo se ha
asociado a la toxicidad inducida por BA, dado que se estimula la produccion de ROS (calcio
dependiente) y disminuye los niveles de glutation (GSH), en astrocitos pero no en neuronas
(Abramov et al., 2004), mientras que la infeccion por el VIH-1 generaria un incremento en
especies ROS seguramente mediado por la proteina Nef (Acheampong et al., 2009). La
proteina viral Nef, de manera dosis dependiente, juega un papel principal en la
despolarizacion de la mitocondria, la presencia de Nef en astrocitos causa una reaccion de
oxidacion en la mitocondria, que podria disparar la actividad de las caspasas conduciendo a la
apoptosis y muerte celular (Rasola et al., 2001).

Es posible que a pesar de las diferentes patologias, la neurodegeneracion y la demencia en la
enfermedad de Alzheimer y el CDS puedan tener mecanismos moleculares comunes que

pueden estar vinculados a la induccion de las respuestas cronicas neuroinflamatorias.
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MATERIAL Y METODOS

Lineas celulares y stock viral

Se han empleado células U87 (glioblastoma humano de ATCC HTB-14) que expresan los
correceptores CCRS y CXCR4, se crecio de forma rutinaria en Dulbecco’s modified Eagle
medium (DMEM) suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS) inactivado por
calor, 1% penicilina/estreptomicina y L-glutamina 2 mM a 37°C en una atmoésfera de 5% de
CO,. Y células SK-N-MC (neuroblastoma humano de ATCC HTB-10) que también expresan
los correceptores CCRS y CXCR4, y se crecio en medio RPMI 1640 (Biochrom KG Seromed,
Berlin, Alemania), suplementado con FBS al 10%, 1% de penicilina/estreptomicina y L-
glutamina 2mM a 37°C y 5% CO,. Ademas, se emplearon aislados virales establecidos: una

cepa T-tropica VIH-1nr43 (X4; SI/RA) y una cepa monocitotropica VIH-1g, (R5; NSI/LB).

Proteinas y reactivos

BA (1-42) de Invitrogen y GenScript. Azidotimidina (AZT) y LPS fueron de Sigma-Aldrich,
St Louis, MO. Enfuvirtide (T20) fue comprado a Roche (Palo Alto, CA). Las proteinas virales
gpl120 y Tat, asi como los antagonistas de los correceptores virales AMD3100 y TAK779
fueron suministrados por el NIH. Los anticuerpos anti-caspasa3 y anti-GFAP fueron

suministrados por Cell Signaling.

Monoémero, oligdmeros y fibrillas

Se trabajo con tres conformaciones diferentes, en las que podemos encontrar el péptido A en
el cerebro. Con el BA de Invitrogen se obtuvo la forma monomérica de BA (1-42), siguiendo
las especificaciones de la casa comercial. Mientras que con el BA de GenScript se llevo a
cabo un proceso de solubilizacion y agregacion desarrollado por Dahlgren K N et al. 2002

para la preparacion de BA (1-42) oligomérico y fibrilar.

Ensayo de muerte celular (MTT)

Se realizaron ensayos de muerte celular tanto directa como indirecta sobre lineas celulares
U87 y SK-N-MC. En células sin infectar o infectadas con VIH-1xr43 (200ng/10° células), las
cuales se trataron con las formas de mondmeros, oligdmeros y fibrillas del BA a diferentes
concentraciones, realizandose el ensayo MTT a las 24, 48 y 72h.

Cultivos celulares fueron infectados con VIH-Inr43 durante 2h, a una concentracion de
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200ng/10° células, posteriormente se lavaron con tampén fosfato salino (PBS) y se trataron 2h
con las distintas formas del BA, lavando también con PBS. Transcurrido el tiempo establecido
se llevdo a cabo la accion de revelar afiadiendo primero 200 pL de Opti-MEM (Gibco,
Invitrogen, NZ) y 20 uL de MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide, Sigma-Aldrich, USA)
a 5 mg/mL por pocillo, incubacion de 2-4h a 37°C y se revel6 con 200 pL de DMSO,
midiendo absorbancia a 550 nm en lector de placas (OpsysMR de Dynex). Para los ensayos
de muerte celular indirecta tratamos los cultivos de células U87 infectadas con la forma
monomeérica del péptido amiloide y con proteinas virales, firmacos antivirales (AZT y T20) o
antagonistas de los correceptores virales AMD3100, para el aislado VIH-1n143 y TAK779
para el aislado VIH-1g,. Tras 24h de tratamiento se emplearon 200 uL del sobrenadante, el
cual se puso en contacto con células SK-N-MC durante 24h. Para el revelado se siguio el
mismo procedimiento descrito.

El grupo de trabajo establecid que los resultados con diferencias del 20% en la viabilidad

celular ya pueden ser considerados como muerte celular.

Medida de la replicacion viral

Con el fin de ver replicacion viral en células U87 y SK-N-MC se realizé un ELISA para la
proteina viral p24 (Innotest HIV antigen mAb, Innogenetics N.V., Bélgium), siguiendo
especificaciones del fabricante. Se utilizaron células no infectadas e infectadas con VIH-1np43
y VIH-1g,, a 200ng/10°, durante un periodo de 2h. Lavadas y tratadas con diferentes formas
del BA a diferentes concentraciones, a 37°C y 5% CO,. Tras 72h los sobrenadantes se

emplearon para la cuantificacion de p24.

Medida de especies reactivas de oxigeno

Se realizd en las lineas celulares U887 y SK-N-MC tratadas durante 2h con las diferentes
formas del BA, la forma monomérica a concentracion lug/mL y 10pg/mL y oligdbmeros y
fibrillas a concentracién 1uM y 10pM, lavando después e infectando a 200ng/10°, y dejando
el cultivo durante 24h. Transcurrido ese tiempo se incubd durante lh a 37°C con 2°,7’-
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) 10uM. Se ley6 fluorescencia a 485/530nm en PBS
utilizando un lector de placas (Synergy, de BioTek).

Western blot
Se cuantifico la cantidad de proteina presente en los lisados celulares por el método de BCA

(Bio-Rad). Después se utilizé el volumen correspondiente a 50 pug de proteina acompafiada de
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buffer de carga al 1x, en un gel al 10-15% SDS-PAGE para la deteccion de la proteina de
interés, las muestras fueron sometidas a una corriente eléctrica de 70V, se transfirieron
mediante transferencia semiseca a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad), realizada a 15V.
Se dejaron 12 h en solucion de bloqueo comercial al 5% (Bio-Rad), posteriormente se
procedié al marcaje de la proteina problema, utilizdndose como anticuerpo primario anti-
GFAP o anti-caspasa-3 en concentracion 1:1000, se lavd con PBS mas Tween 20 al 0,1%, y
se incubd con anticuerpo secundario a concentracion 1:5000, se volvio a lavar y se reveld con
un kit comercial (Inmun-Star WesternC Kit, Bio-Rad, Hercules CA) mediante quimio-
luminiscencia con el aparato Gel-Doc (Bio-Rad). Se empled como control de carga anticuerpo

anti-B-actina (Sigma).

Inmunofluorescencia

Las células se pegaron al cristal durante 2h a 37°C y 5% CO, y se fijaron con una solucion del
4% de paraformaldehido (PFA) durante 10 minutos a 4°C. Una vez fijadas se bloqued
utilizando IgG humana durante 20 minutos. Posteriormente se procedio6 a la permeabilizacion
de las células utilizando saponina al 0,2% 20 minutos y se incubaron durante lh, a
temperatura ambiente, con anticuerpo primario anti-GFAP de conejo, se lavaron de nuevo y
se incubd con anticuerpo secundario anti-conejo marcado en rojo (Rb 555) durante 30
minutos, de nuevo a temperatura ambiente. Para la tincion de ntcleos se utilizo DAPI durante
10 minutos. Por ultimo se montaron los cristales sobre portas y se le afiadié liquido de

montaje y fueron analizadas por microscopia confocal.

RESULTADOS

Muerte directa de células U887 y SK-N-MC por exposicion al péptido BA solo o en
combinacion con el VIH-1.

Nuestro primer objetivo fue el determinar una concentracion adecuada de trabajo para el
péptido BA asi como la medida de la viabilidad celular en respuesta a la combinacion de la
infeccion por el VIH-1 y la presencia del péptido en diferentes tipos celulares, células U87
(astroglioma humano) y células SK-N-MC (neuroblastoma humano). Para ello los diferentes
cultivos se trataron con concentraciones crecientes de péptido solo o en combinacion con el
aislado viral VIH-IN143, ¥ se midié viabilidad mediante la técnica de MTT a diferentes

tiempos. Cuando realizamos los experimentos infectando o tratando con la forma monomérica
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del péptido BA en las células U87 no encontramos, con respecto al grupo control, mayor
toxicidad, a ninguno de nuestros tiempos de estudio. Tampoco cuando las células se
infectaron y se trataron con concentraciones crecientes de péptido BA (datos no mostrados).
Por otro lado, la linea celular SK-N-MC no vio afectada su viabilidad en ninguno de los
casos de estudio, ni cuando las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de la
forma monomérica del péptido PBA ni cuando fueron infectadas y tratadas (datos no
mostrados).

Durante la enfermedad de Alzheimer el BA se deposita, formando placas amiloides,
responsables de mayor toxicidad (Selkoe, 1994). Se cree que las formas oligoméricas solubles
y las formas fibrilares son las especies activas del péptido, que finalmente causan la perdida
singptica y demencia asociados con Alzheimer. Por lo tanto, También se realizaron
experimentos con las formas de oligdmeros y fibrillas del BA. No se observé citotoxicidad en
células U87 ni con el tratamiento de oligdmeros y fibrillas solo, ni cuando las células han sido
previamente infectadas con el aislado viral VIH-1n143, a ninguno de los tiempos de estudio
(datos no mostrados). Este mismo experimento realizado con células SK-N-MC, mostré que
estas células eran mas sensibles a la presencia del virus, encontrando un aumento de la muerte
proximo a un 40% a las 24h y de un 25% a las 48h. Sin embargo, el tratamiento s6lo con el
oligbmero o fibrillas o la combinacion de estos con el virus, no produjo un aumento de la

muerte celular a ningun tiempo estudiado (datos no mostrados).

Muerte neuronal indirecta de células SK-N-MC por contacto con el sobrenadante de
células U87 sometidas a diferentes tratamientos.

Los resultados anteriores no muestran ningin efecto directo de las formas del péptido
amiloide estudiadas sobre la viabilidad de las células de neuroblastoma, utilizadas en este
trabajo como modelo de célula neuronal. Sin embargo, es posible que exista un dafio indirecto
ocasionado por la liberacion de diferentes moléculas al medio extracelular mediada por otros
tipos celulares infectados y/o activados, en nuestro caso las células U87. Por ello, estudiamos
la viabilidad neuronal tras el contacto de células SK-N-MC con sobrenadante proveniente de
células U87 sometidas a diferentes tratamientos. Teniendo en cuenta también el posible efecto
de los diferentes medios de cultivo y los diferentes tratamientos utilizados no observamos, en
ningin caso, un aumento de la muerte celular de los cultivos de SK-N-MC, (datos no
mostrados).

También se llevo a cabo un experimento de toxicidad indirecta utilizando, en este caso, la

forma de oligémeros y fibrillas del BA. Por medio del ensayo de MTT en células SK-N-MC
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tras 24h en contacto con el sobrenadante de células U87 sometidas tratadas, encontramos un
aumento de la muerte celular. El tratamiento con oligdbmero a concentracion 1uM se
encuentra proximo al limite, pero a concentracion 10uM asi como tras el tratamiento con el
sobrenadante de células U87 infectadas y tratadas con oligobmero a 10uM las diferencias
observadas, con respecto al grupo control son de aproximadamente un 30%. Mientras que el
tratamiento indirecto con fibrillas no alterd en ningun caso la viabilidad de las células SK-N-

MC (datos no mostrados).

Efecto de la presencia de BA sobre la replicacion de diferentes aislados de VIH-1

Una de las hipétesis de partida de este trabajo era comprobar si la presencia del A, en sus
diferentes formas, podria alterar directamente a la replicacion viral, actuando como un
potenciador o activador del ciclo viral en células consideradas reservorio como los astrocitos
o en células neuronales. Cuando tratamos las células U887, previamente infectadas con el
aislado viral VIH-1x143, con la forma monomérica del péptido BA a las concentraciones de
100ng/mL y 1pg/mL observamos un incremento de la replicacion viral de alrededor de un
20% con respecto a las células infectadas no tratadas. (Figura 1A). Cuando el experimento se
realiz6 utilizando la cepa VIH-1g, y se estimuld segiin procedimiento anterior, no se observo

ningun efecto sobre los niveles de p24 (Figura 1B).
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Figura 1.

Niveles de p24 en el sobrenadante de células U87 infectadas con VIH-1xr43y VIH-15, (200ng/ 10° células) y tratadas con diferentes
concentraciones de la forma monomérica del BPA. A, cantidad de p24 en pg/mL producido por células U87 infectadas con VIH-1n43y
estimuladas. B, cantidad de p24 en pg/mL producido por células U87 infectadas con VIH-1g, y estimuladas.

Repetimos el experimento estimulando con las formas de oligdmeros y fibrillas del péptido
BA las lineas celulares de glioblastoma y neuroblastoma, pero restringiendo la infeccion
exclusivamente a la cepa VIH-1np43. El experimento constd de varios grupos los cuales
siempre eran infectados y estimulados, a una concentracion semejante variando entre los
distintos grupos el orden de estimulacion o infeccion y el tiempo de incubacion. En el primer
experimento las células U87 primero fueron infectadas con el virus VIH-Inp43 y
posteriormente estimuladas con oligdmeros y fibrillas midiendo por tltimo los niveles de p24,
no observamos ninguna diferencia entre los diferentes tratamientos, cuando las células eran
primero infectadas y posteriormente estimuladas (Figura 2A), pero observamos un importante
aumento en los niveles de p24, aproximadamente un 50%, cuando pretratdbamos con

oligomero a dosis 1uM antes de la infeccion (Figura 2B).
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Valores de p24 en el sobrenadante de células US7 infectadas con VIH-1y.43(200ng/10° células) y tratadas con diferentes concentraciones de
oligomero (OL) y fibrillas (FB) de BA. A, cantidad de p24 en pg/mL producido por células U87 primero infectadas con VIH-1n143 Y
posteriormente estimuladas. B, cantidad de p24 en pg/mL producido por células U87 primero estimuladas y posteriormente infectadas con
VIH-1x143.

El mismo experimento se llevd a cabo con células SK-N-MC. Observamos que cuando
primero infectdbamos y posteriormente estimulabamos no se producia aumento alguno en los
niveles de p24 los niveles de replicacion parecen disminuir cuando utilizamos la dosis de
10uM tanto en el caso de oligdmeros como de fibrillas. Descartamos que este efecto sea por
toxicidad dados los resultados obtenidos en el primer apartado de este trabajo. Mientras que
cuando cambidbamos el orden del experimento, estimulando primero e infectando a
continuacion, encontramos que los niveles de p24 aumentaban casi un 30% en el
sobrenadante de aquellas células que habian sido pretratadas con una concentracion 10uM de

oligomero (datos no mostrados).

Activacion astroglial en respuesta a la combinacion del BA con los aislados virales VIH-
Inp43Y VIH-1g,.

En la demencia-VIH se ha detectado una activacion astroglial responsable de niveles elevados
de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, asi como la presencia de prostaglandinas (PGs) y
oxido nitrico (NO) que modulan la supervivencia y funciéon neuronal. Asi pues, quisimos
determinar si la combinacion del virus con el péptido BA podria ser causa de mayor
activacion celular, midiendo los niveles de GFAP tras los distintos tratamientos. Se realizé un
western blot a partir de los lisados de células U87 infectadas, con los aislados virales VIH-
Inpasy VIH-1g,, y tratadas con la forma monomérica del péptido BA. En el western blot

observamos aumentados los niveles de GFAP en un 30% cuando tratamos con la dosis mas
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alta de BA (1uM) en combinacién con el virus (Figura 3A). La misma prueba se llevo a cabo
con células U87 infectadas con VIH-1g,, obteniéndose unos resultados semejantes a los de
infeccion por VIH-1n143, el GFAP aumentd en un 20% cuando tratamos con BA 1uM las

células infectadas (Figura 3B).
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Figura 3.

Western blot para proteina GFAP, a partir de lisados de células U87, infectadas y tratadas con forma monomérica del BA. El control de carga
se realiz6 con anticuerpo anti-f-actina. A, Western blot para GFAP en células U87 infectadas con el aislado viral VIH-1y143. B, Western blot
para GFAP en células U87 infectadas con el aislado viral VIH-15,. En ambos casos la cuantificacién de los niveles de GFAP se realizo

mediante densitometria.

Ademas, quisimos comprobar estos resultados mediante una prueba de inmunofluorescencia,
en la que no encontramos diferencias en los niveles de GFAP entre los distintos tratamientos

(Figura 4).
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DAF GFAP AP GFAP

VIHNLA3+5A 100ng/mlL

R VIHNLA3+BA 1pgfml

VIHNLA3+BA 10gpg/ml

VIHMLA 3+fA 10ng/mL

Figura 4.
Inmunofluorescencia para proteina GFAP, a las 72h de infeccion y tratamiento con la forma monomérica del BA, en células U87.

Generacion de especies reactivas de oxigeno en células cerebrales en respuesta al BA solo
o0 en combinacion con el aislado viral VIH-1n143

Esta descrito que la situacion de estrés a la que esta sometida la célula durante la infeccion o
durante el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer podria ser un estimulo critico para una
produccion anémala de ROS, intermediaros esenciales del metabolismo oxidativo, los cuales
en elevada concentracion pueden contribuir a la inflamacion y al dafo tisular. Por esto,
quisimos comprobar la generacion de ROS en los cultivos de células infectadas y tratadas con
diferentes presentaciones de PA. Como se esperaba, las células U87 presentaron un
incremento en la concentracion de ROS: un 70% mayor al ser infectadas con la cepa VIH-
Inta3 y de aproximadamente un 30% cuando eran tratadas con 10pg/mL de la forma
monomérica del BA. Sin embargo, la combinacion de la infeccién y la forma monomérica no
indujo un aumento en la produccion de ROS (Figura 5A). Cuando el experimento se realizd
con células SK-N-MC, no detectamos variaciones en los niveles de ROS intracelular bajo
ningln tratamiento (Figura 5B).

Cuando utilizamos la forma de oligdbmeros y fibrillas, observamos un aumento de mas del

50% de los niveles de ROS en células U87 que son tratadas con oligdmero en concentracion
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10uM. Ademas en las células infectadas y tratadas con oligbmero 1uM también encontramos
un aumento del 53% con respecto a las células infectadas (Figura 6A). En las células SK-N-
MC los niveles de ROS se incrementaron casi un 30% cuando tratamos con oligomero a
concentracion 1uM, mientras que la combinacion del virus con las diferentes formas del PA

utilizadas no incrementa la produccion de ROS con respecto al grupo infectado (Figura 6B).
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Figura 5.

Medida de fluorescencia para ROS, a las 24h, realizada en células U87 y SK-N-MC infectadas con VIH-1y.43y estimuladas con diferentes
concentraciones del péptido BA. A, medida de fluorescencia en células U87. B, medida de fluorescencia en células SK-N-MC.
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Figura 6.

Medida de fluorescencia para ROS, a las 24h, realizada en células U87 (A) y SK-N-MC (B) infectadas con VIH-1y;43y estimuladas con
diferentes concentraciones de las formas de oligémeros (OL) y fibrillas (FB) del péptido BA.

Muerte celular programada, en respuesta a la combinacion del BA con el aislado viral
VIH-1nL43.

Se ha propuesto que las caspasas apoptdticas contribuyan significativamente a la muerte
neuronal progresiva durante la enfermedad de Alzheimer. La caspasa-3, es la principal
caspasa efectora, jugando un papel central en la degeneracion sinaptica durante la progresion
de la enfermedad de Alzheimer y también se ha encontrado implicada en el procesamiento de
la proteina pre-amiloide (APP). Con el fin de observar posibles variaciones en los niveles de
caspasa-3 se realizd un western blot para dicha enzima, a partir de lisados de células U87 y
SK-N-MC infectadas con VIH-1n143 y tratadas con las formas de oligdmeros y fibrillas del
BA. En el caso de las células U87 el tratamiento con oligdmeros de las células infectadas
indujo un aumento de la forma activa de 12KDa de entre 20-40% dependiendo de la dosis de
trabajo (Figura 7A). Cuando las células eran tratadas primero y luego infectadas, si que

observamos un incremento importante de la forma de 12 KDa de la caspasa activa de
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alrededor de un 70% cuando tratamos con oligdmeros a concentracion 1pM y en un 50%
cuando tratamos con fibrillas 1uM y 10uM, mientras que la forma activa de 17/19 KDa, no
sufre ninguna variacion en sus niveles (Figura 7B).

En el caso de las células SK-N-MC los niveles de las diferentes formas de caspasa-3 fueron

indetectables (datos no mostrados).
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Caspass-3 activa pl7

Western blot para Caspasa-3, a partir de lisados de células U87. El control de carga se realizod con anticuerpo anti-B-actina. A, las células
primero fueron infectadas con VIH-1y143y posteriormente tratadas con forma oligémeros (OL) y fibrillas (FB) de BA. B, las células primero
fueron tratadas con oligémeros (OL) y fibrillas (FB) de BA y posteriormente fueron infectadas con VIH-1x14;. La cuantificacion de los

niveles de caspasa-3 se realizo mediante densitometria.

DISCUSION

Con el fin de conocer la relacion que pueda existir entre el VIH-1 y el péptido BA en
individuos VIH positivos que presenten desordenes neurologicos se han utilizado diferentes
formas del péptido BA: mondémeros, oligdmeros y fibrillas, solos o en combinaciéon con
diferentes aislados del VIH-1: VIH-Inps43 y VIH-1g,, sobre lineas celulares U87 de
glioblastoma humano y SK-N-MC de neuroblastoma humano.

El VIH infecta principalmente macrofagos y microglia en el SNC y puede infectar astrocitos a

bajos niveles (Gorry et al., 2003). Hay pocas evidencias de infeccion de neuronas y
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oligodendrocitos. Sin embargo, la disfunciéon neuronal, incluyendo pérdida dendritica y
axonal es prevalente en todo el SNC (Giometto et al., 1997), durante la encefalopatia VIH. Se
ha descrito que las formas oligomérica y fibrilar del BA (1-42) producen patrones de
neurotoxicidad diferentes, entre ellos y con respecto de la forma monomérica del péptido BA
(Dahlgren et al., 2002). Segtn lo publicado por Dahlgreen en 2002, la viabilidad neuronal se
ve afectada por las diferentes formas del A de manera dosis dependiente, tras incubaciones
de 20 horas. En el presente trabajo se utilizd un tiempo de incubacion de 2h, tanto para el
virus como para el BA. Este tiempo es suficiente para permitir la entrada del virus en la célula
diana. La posible citotoxicidad de nuestras condiciones de estudio se comprobd sobre células
U87 y SK-N-MC, infectando con el aislado viral VIH-1n143 y tratando con diferentes
concentraciones de las formas del BA, tanto solos como combinados. Los resultados indican
que las diferentes combinaciones empleadas no producen citotoxicidad. Por tanto, a tiempos
cortos, la viabilidad celular de U87 y SK-N-MC no se ve afectada cuando tratamos con las
formas monomeérica, oligomérica y fibrilar del péptido BA, solo o en combinacion con el
virus.

Dado que son pocas las evidencias de la infeccion neuronal por parte del VIH, es
ampliamente aceptado que los llamados mecanismos indirectos jueguen un papel principal en
la disfuncion neuronal y muerte. Se ha publicado, que productos secretados en el SNC por
células, como macréfagos y microglia, ya sean celulares o toxinas virales son la principal
causa de dafio neuronal durante encefalitis por VIH, entre estos productos se encuentran
citocinas que median proceso inflamatorio (TNF-a, IL-1B), acido quinolinico, proteinas
virales con efectos citotoxicos (Tat, gpl120, gp41) u o6xido nitrico. Por ello intentamos
comprobar si las células U87 producian algiin cambio en el medio extracelular, mediante
liberacion de alguna sustancia neurotdxica, cuando eran infectadas con diferentes aislados
virales, VIH-Inp43y VIH-1p,, y tratadas con las diferentes formas y concentraciones del
péptido BA, tanto solos como en combinacion, asi como cuando eran tratadas con diferentes
concentraciones de las proteinas virales Tat y gp120. Estudiamos un posible efecto citotoxico
que afectase a la viabilidad de células SK-N-MC, cuando exponiamos estas a los
sobrenadantes obtenidos en cultivos de células U87. No observamos muerte celular, en
células SK-N-MC, mediada por mecanismos indirectos bajo ninguna de las condiciones de
estudio. Por tanto, las células U87 no parecen producir a tiempos cortos y en cantidad
suficiente la liberacion de ninguna sustancia con capacidad neurotoxica, al ser infectadas y/o

estimuladas con las diferentes formas del péptido BA.
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Uno de los puntos mas importantes de nuestro estudio es la posible relacion entre el BA y el
VIH-1, asi que quisimos ver la influencia del BA sobre la replicacioén viral. En un primer
experimento utilizamos diferentes aislados virales, de baja o alta replicacion, solos o
combinados con la forma monomérica del BA. Observamos tras la infeccion con VIH-1n143y
tratamiento en células U87 una tendencia a incrementar la replicacion viral bajo el tratamiento
observando hasta un 20% mas de replicacion para las concentraciones intermedias (100ng/mL
y lpg/mL), mientras que para la concentracion mas alta de BA (10pg/mL) la replicacion
disminuye en un 15%, aunque la falta de réplicas del experimento nos impide comprobar
estadisticamente la veracidad de este dato. Lo observado bajo infeccion con VIH-1g, y
tratamiento en células U87, es que la replicacion viral es similar bajo todas las condiciones de
estudio. Debido a las bajas variaciones de replicacion observadas la forma monomérica del
BA no parece presentar efecto sobre la replicacion viral de VIH-1np43 ni VIH-1g,, en células
us7.

Ademas, se estudio el efecto de las formas de oligdbmeros y fibrillas sobre la replicacion de
VIH-1n143 en células U887 y SK-N-MC, bajo diferentes concentraciones del tratamiento
aplicadas antes o después de la infeccion. En la linea celular U87, cuando realizamos primero
la infeccién y luego tratamos no observamos diferencias entre los distintos tratamientos.
Mientras que cuando pretratamos las células, observamos que la forma oligomérica de menor
concentracion (1uM) producia un aumento en la replicacion de un 50%, mientras que no
observamos cambios en el tratamiento de mayor concentracion de oligdmeros ni a ninguna de
las concentraciones de fibrillas. El mismo procedimiento se llevé a cabo con células SK-N-
MC donde observamos que al infectar y luego tratar con oligomeros y fibrillas, no se producia
ningln incremento en la replicacion viral, sino mas bien una disminucion de hasta un 30% en
los tratamientos de mayor concentracion (10uM) de oligébmeros y fibrillas. Mientras que
cuando pretratdbamos todos los tratamientos tendian a incrementar la replicacion viral, siendo
los mayores valores cercanos al 30% cuando empledbamos la maxima concentracion de
oligdbmeros (10uM) y de un 20% cuando tratdbamos con la minima concentracion de fibrillas
(1uM). Estas observaciones nos llevan a pensar que el incremento en la replicacion cuando
pretratabamos con la forma oligomérica del BA podria producir algin cambio en la membrana
celular, interfiriendo en la interaccion virus-célula hospedadora, permitiendo mayor entrada
viral y, por tanto, mayor replicacion.

Los astrocitos son una de las células mas resistentes a enfermedades del SNC. Una funcién
bien conocida de los astrocitos esta relacionada con la reparacion. A continuacion del dafo los

astrocitos invariablemente proliferan, se hinchan, acumulan glicogeno e inducen fibrosis por
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acumulacion de filamentos, neuroquimicamente expresado como incremento en GFAP
(Siegel et al., 2009). Quisimos ver como respondia la linea celular U87 frente a la infeccion
por los aislados virales VIH-1n143 y VIH-1p, en combinacioén con la forma monomérica del
péptido amiloide ya que, en humanos, en el tejido afectado por la enfermedad de Alzheimer se
da una fuerte astrogliosis en las células que rodean las placas amiloides y estos astrocitos
activados acumulan gran cantidad de BA (1-42) derivado de los restos neuronales y asociado
con las placas (Nagele et al., 2003). A pesar de su capacidad para degradar BA, este se acaba
acumulando durante la enfermedad de Alzheimer (Nagele et al., 2003) y termina por activar a
los astrocitos produciéndose una respuesta inflamatoria que termina por inducir el dafio
neuronal (Johnstone et al., 1999). Durante la infeccion por VIH-1 se podria crear un estado de
retroalimentacion, dado que el VIH-1 también induce mediadores inflamatorios, como
CCL2/MCP-1, pudiendo contribuir a incrementar los niveles de BA (Pulliam, 2009) y un
aumento en la activacion astrocitaria. La deteccion de GFAP obtenida por western blot e
inmunofluorescencia nos indica que sus niveles en células U87 se ven aumentados en un 20-
30% tras la infeccion y tratamiento con la concentracion mas alta (10pg/mL) de la forma
monomérica del BA, independientemente del aislado viral empleado. Segliin lo observado en
nuestros experimentos y a nuestros tiempos de estudio, la mayor concentracion de la forma
monomeérica de BA en combinacién con la infeccidon por diferentes aislados virales, parece
producir aumento en la activacion astrocitaria, que, al final, podria desencadenar una
respuesta inflamatoria

Dada la implicacion del péptido BA y la proteina viral Nef en la produccion de ROS las
condiciones de infeccion y tratamiento con las que trabajamos podrian ser un estimulo critico
para una produccion andmala de ROS. Realizamos una cuantificacion de ROS en las lineas
celulares U87 y SK-N-MC, infectadas con VIH-1y143 en combinacion con las diferentes
formas del BA, y hemos observado que la infeccion por VIH-1 no aumenta los niveles de
ROS en células SK-N-MC, pero si que lo hace en U87, incrementandolas en un 70%. La
forma monomérica de BA en células U87 produjo un aumento en la cantidad ROS, siendo de
un 33% para la concentracion 10uM. En células SK-N-MC no vimos incremento. Cuando
infectamos y tratamos ambas lineas celulares, no observamos ningun incremento en ROS. Por
tanto, en nuestros tiempos de estudio, tanto la infeccion con VIH-1 como el tratamiento con la
forma monomérica del PBA parecen provocar un aumento en los niveles de ROS de astrocitos
por si solos, pero no combinados.

Cuando empleamos otras formas del BA observamos que el tratamiento con fibrillas no

producia ningun incremento en ROS, ni en células U87 ni en SK-N-MC, cuando estaban solas
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0 en combinacién con el virus. Mientras que la forma oligomérica, por si sola provoco el
aumento de ROS en ambos tipos celulares, mientras que en combinacion con el virus solo
apreciamos cambios en las células U87. El aumento de ROS en células U87 tratadas a 1uM de
oligobmeros es de un 50%. Ademas cuando infectdbamos y tratdbamos con la concentracion
10uM de oligdbmeros el incremento en la produccion de ROS en U87 también aumentaba en
un 50% con respecto a ROS producido por células solo infectadas. Por tanto, parece que la
forma oligomérica de BA provoca un aumento en los niveles de ROS de astrocitos, tanto sola
como en combinacion con el virus.

Los efectos del BA han sido ampliamente estudiados, suponen desde la induccion de muerte
neuronal apoptoética (Estus et al., 1997), al desencadenamiento de un programa apoptotico
parcial que da como resultado cambios en las neuritas (Mattson et al., 1998). Estos efectos
neurotdxicos estan principalmente mediados a través de la produccion de glutamato, que es
disparada por los diferentes receptores de NMDA, y se correlaciona con la activacion de
caspasas y la consecuente apoptosis neuronal (Erdmann et al., 2006). El VIH-1 induce
mediadores neurotoxicos (Pulliam, 2009) y el BA por si mismo también es un factor
proinflamatorio que puede disparar respuestas neuroinflamatorias cronicas (Rogers et al.,
2007). Por otro lado, se ha descrito que la activacion apoptdtica mediada por estrés puede
ocurrir por dos rutas diferentes: una desde la superficie celular y otra desde la mitocondria,
donde ROS vy la proteina viral Nef parecen desempefiar un papel crucial (Eddleston y Mucke,
1993), produciendo una activacion secuencial de caspasas durante la fase de ejecucion de la
apoptosis. La caspasa-3, la principal caspasa efectora de apoptosis, también juega un papel
central en la degeneracion sinaptica y en el procesamiento de APP (Gervais et al., 1999).
Realizamos una deteccion de caspasa-3 en las lineas celulares U87 y SK-N-MC, que habian
sido infectadas con el aislado VIH-Inp43 en combinacion con oligdmeros y fibrillas del
péptido BA, antes o después de la infeccion. No pudimos detectar caspasa-3, en células SK-N-
MC, en ninguna de sus formas. En las células U87 la caspasa-3 activa se pudo detectar, en
diferentes cantidades, en 2 bandas: una de 17/19 KDa y otra de 12 KDa, apreciandose mucho
mejor en la banda de 12KDa. Para esta banda, observamos que los niveles de caspasa-3 activa
aumentan aproximadamente un 40% cuando infectamos y tratamos con forma oligomérica a
10uM, lo cual se corresponde con los resultados obtenidos en el andlisis de ROS, que también
aumentan bajo las mismas condiciones. Cuando tratamos primero y a continuacion infectamos
observamos un aumento mayor en la cantidad de caspasa-3 no procesada como procesada, en
comparacion con la infeccion. La forma oligomérica a concentracion 1uM en combinacion

con VIH-1 muestra un incremento de aproximadamente 75% en la cantidad de caspasa-3
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activa (de 12KDa) y de un 60% de la caspasa-3 no procesada. Los niveles al tratar con
oligobmeros 10uM no mostraron ninguna diferencia con nuestro control. También observamos
un incremento tras el tratamiento de las células infectadas con la forma de fibrillas, donde los
niveles de caspasa-3 activa se incrementaban en un 50% con cualquiera de las
concentraciones empleadas. Por tanto, el pretratamiento con la forma oligomérica y fibrilar
incrementan los niveles de caspasa-3 activa en células U87, cuando estan presentes antes de la
infeccion por VIH-1. Este aumento podria estar causado bien por el mecanismo propuesto
mediado por ROS en el cual podrian participar tanto las formas oligoméricas y fibrilares del
BA o bien, dado que cuando estas formas estan presentes la entrada de virus parece verse
aumentada, el VIH-1 podria por algin mecanismo directo interferir sobre el procesamiento de

la caspasa-3, en astrocitos.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que a pesar de ser la forma predominante en el cerebro la forma
monomérica de BA no parece tener efecto sobre la replicacion viral o0 mecanismos asociados,
bajo nuestras condiciones de estudio. Algo similar ocurre con las fibrillas de BA, la forma
patolédgica durante la enfermedad de Alzheimer, responsable del dafio neuritico, las evidencias
de un posible efecto de esta forma en la infeccion o activacion celular son escasas. Mientras
que la forma oligomérica del péptido PA parece ser, en nuestros experimentos, la mas
eficiente a la hora de alterar los niveles de replicacion viral tanto en neuronas como en
astrocitos. Ademads, esta forma peptidica aumenta los niveles de ROS en células U87

infectadas, asi como los niveles de la forma activa de caspasa-3.
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