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l Síndrome de Inmunodeficiencia Ad-

quirida (SIDA) es una pandemia que

en 2006 alcanzó la cifra de 4.3 millo-

nes de nuevas infecciones,  llegó a un

total  global  de 39.5 millones (34.1-47.1 millo-

nes) de personas portadoras del VIH a nivel mun-

dial.1 En México, el VIH/SIDA es en un serio

problema de salud pública; al 30 de junio de 2007

los casos de SIDA diagnosticados en el país suma-

ron 112,830, y se estima que 182,000 están vi-

viendo con el VIH. Una de las vías de transmi-

sión más comunes del VIH-1 es la sexual.2 De esta

forma, las primeras en interactuar con el virus son

las células dendríticas (CD), que se encuentran en

vagina,  ectocervix y mucosa anal, desempeñando

un papel importante como presentadoras de antí-

genos (CPA) a los linfocitos T CD4+ y producen

una respuesta inmune específica en la etapa ini-

cial de la infección por el VIH-1.3,4

Se ha publicado la presencia de una molécula

de membrana en las células dendríticas; un recep-

tor de lectina C tipo II denominado DC-SIGN

(Dendritic Cell-Specific Intercellular Adhesión Molecule-

Grabbing Nonintegrin, CD-209), que interactúa es-

pecíficamente y con gran afinidad con la

glicoproteína 120 del VIH-1, capturado por las

células dendríticas aumenta notablemente la

infectividad de las células T, en un mecanismo pro-

E puesto que facilita la diseminación de este virus

(figura 1).5,6 Una característica importante de esta

vía de infección en trans es que el virus no estable-

ce una infección eficiente y productiva en las CD,

sino que es capturado por éstas y entonces se trans-

mite a células T CD4+ donde ocurre una replica-

ción productiva.11 Algunos estudios indican que

el virus se internaliza en compartimientos

endosómicos de bajo pH, donde la infectividad

se preserva varios días.12

Por otra parte, existen diferentes factores invo-

lucrados en la progresión a SIDA en individuos

infectados por VIH-1, entre los que se encuentran

factores inmunológicos como la presencia de

polimorfismos en genes humanos, como los que

codifican para receptores de quimiocinas y los ori-

ginados en el virus, como la variación genética,

que son  capaces de evadir una  respuesta inmu-

ne;7,8 por lo anterior, y con base en la duración de

la infección, así como la cinética de los eventos

virológicos e inmunológicos observados a lo lar-

go de la enfermedad,  tres patrones de evolución

de la enfermedad han sido descritos: los típicos

progresores,  que representan  de 80 a 90% de las

personas infectadas por VIH, de 5 a 10% repre-
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sentan a los rápidos progresores, y otro 5% repre-

senta a los llamados  lentos progresores o no

progresores a SIDA.9

Los típicos progresores presentan el curso típi-

co de la infección por VIH que incluye tres fases:

infección primaria, el período de latencia, el cual

puede durar años con una media de 8 a 10 y, fi-

nalmente, la progresión a SIDA que resulta de una

replicación continua del virus en los órganos

linfoides. En los rápidos progresores, durante la

infección primaria,  los niveles de  carga viral son

muy altos y, por lo general, no bajan tan drástica-

mente como los niveles que presentan los

progresores típicos, en estos pacientes la respues-

ta inmune generalmente es defectuosa. En pacien-

tes considerados no-progresores, o progresores len-

tos, la carga viral es baja, algunos casos pueden

estar infectados con variantes de VIH menos

patogénicas; no experimentan progresión clínica

y tienen cuentas de linfocitos T CD4 + altas >

600 células/uL, además de la ausencia de sínto-

mas aun y cuando no se les esté administrando

terapia antiretroviral.10

Las poblaciones y el número de células, así

como la expresión de receptores y coreceptores

son aspectos importantes a estudiar en la

inmunopatogénesis de la infección por VIH. El

estudio de las variaciones en los niveles de expre-

sión del DC-SIGN podría ayudar a determinar qué

factores participan en la transmisión viral, así como

en la progresión de la enfermedad. En el presente

trabajo se determinaron los niveles de expresión

del DC-SIGN en individuos sanos e infectados

con los diferentes tipos de progresión a SIDA, y

se encontraron variaciones en los niveles de expre-

sión del receptor en las tres poblaciones estudia-

das.

Materiales y métodos

Muestras de individuos infectados con el VIH-1.

Para este estudio se analizaron 25 pacientes

seropositivos con  la prueba de ELISA y se confir-

maron con la técnica de Western Blot, todos per-

tenecientes a la Unidad de Infectología "Dr. Juan

I. Menchaca" del Hospital General Regional 45

del IMSS, en el estado de Jalisco. Después de que

se firmó un consentimiento para la realización del

estudio, se colectaron de 15-20 mL de sangre

periférica. Se realizaron exámenes clínicos y cuen-

tas de linfocitos  T CD4+ y carga viral a  todos

ellos.

Aislamiento de células mononucleares de san-

gre periférica. Se empleó la técnica de separación

de células mononucleares de sangre periférica

(CMSP) mediante un gradiente de densidad. Bre-

vemente se mezclaron de 15-20 mL de la sangre

periférica colectada con un volumen similar de

solución salina, esta mezcla fue vertida cuidadosa-

mente sobre un volumen de Ficoll Hypaque-1077

(Lymphoprep, Gibco, USA), el cual representa una

tercera parte de la mezcla inicial. Este volumen

final fue centrifugado a 2000-3000 rpm por 30

min (Centrífuga Beckman GRP). Posteriormente

se colectó la interfase formada de CMSP y se lavó

en tres ocasiones con solución salina a 1600 rpm

por 5 min.

Extracción de ARN. La extracción del ARN se

realizó de acuerdo al método TRIzol (Gibco, BRL,

Gaithersburg, MD). Se utilizaron de 5-10 x 106

CMSP, añadiéndoles 1 mL de TRIzol, seguido de

una cuidadosa homogenización en un vórtex, in-
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Fig. . Infección en trans del VIH-1 en nódulos linfáticos.
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cubándose por 5 min. a temperatura ambiente.

Posteriormente se agregaron 200 µL de clorofor-

mo, agitándose suavemente por inversión; en se-

guida se centrifugó a 12000 rpm durante 10 min.

a 4°C para extraer el ARN en la fase acuosa (fase

superior). El ARN se precipitó con 500 µL de

isopropanol a -70°C por 30 min., lavándose con

etanol a 75%, Finalmente se resuspendió en 20

µL de agua tratada con dietilpirocarbonato

(DEPC) y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Para la cuantificación del ARN se utilizó un es-

pectrofotómetro, marca Beckman (DU-650), en

el cual se leyeron las absorbancias a longitudes de

onda de 260 y 280 nm, para calcular la concen-

tración de ARN. La verificación de la integridad

del ARN se hizo a través de electroforesis en

agarosa en condiciones desnaturalizantes.

Síntesis de ADN complementario (ADNc). El

ADNc se sintetizó a 37°C por una hora; mezclan-

do 5 µg de ARN total, 5 µL de Buffer 5X [250

mM Tris-HCl (pH 8.3), 375 mM KCl, 50mM

Dithiothreitol y 15 mM MgCl2], 0.25 µL de

inhibidor de RNasa (RNAsin 10 U/µL), 0.5 µL

de Mix dNTP's (25 mM c/u), 1 µL de Oligo dT

(12-18) (0.5 µg/µL) y 1 µL de la transcriptasa

reversa de la leucemia Moloney murina (M-MLV

200 U/µL) de la marca Gibco, BRL, Gaithersburg,

MD.

Diseño de oligonucleótidos específicos. A par-

tir de la secuencia nucleotídica del ARNm del re-

ceptor de células dendríticas DC-SIGN (CD-209

Homo sapiens, NCBI GeneBank NM_021155) se

diseñaron dos oligonucleótidos que permitieron

amplificar el fragmento codificante para dicho re-

ceptor. Se utilizó el programa Oligo 4.0 para la

determinación de la temperatura media de alinea-

miento (Tm) de cada uno de los oligonucleótidos.

Una vez obtenidos los oligonucleótidos específi-

cos, se empleó el programa Amplify 1.2 para lle-

var a  cabo una simulación virtual de la reacción

en cadena de la polimerasa (PCR). Se diseñó el

par de oligonucleótidos, uno de ellos marcado

con el fluoróforo FAM con una amplificación de

89 pb, para el RT-PCR tiempo real, utilizando el

programa D-LUX Designer de Invitrogen.  Los oli-

gonucleótidos se resuspendieron en TE 1X pH

8.0 estéril.

Detección de la expresión de DC-SIGN y

GAPDH. Para la amplificación del gen que codi-

fica para el receptor de células dendríticas DC-

SIGN y del gen constitutivo GAPDH, se mezcló

1.0 µL del ADNc en presencia de 5.0 µL Buffer

10X [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl],

3 µL de MgCl2  (25 mM), 1 µL de Mix dNTP's

[dATP, dCTP, dTTP y dGTP (25 mM c/u)], 30.0

pM del oligonucleótido DC-SIGN - 5´ y 3´ o

G3PDH - 5´ y 3´, 0.25 µL de Taq DNA polime-

rasa (Bioselec, 6 U/µL). Posteriormente se colo-

caron en un termociclador MJ Research PTC-200,

el cual se programó con las temperaturas de des-

naturalización, alineación y extensión, respectiva-

mente. El análisis de la amplificación de PCR se

realizó mediante el corrimiento electroforético en

agarosa a 1%, y  la detección de los fragmentos

amplificados se llevó a cabo por tinción con

bromuro de etidio (1 mg/mL).

Cuantificación de la expresión del DC-SIGN

mediante RT-PCR tiempo real. Se utilizó el kit

Platinum Quantitative RT-PCR ThermoScript

One-Step System de Invitrogen. La mezcla se pre-

paró de la siguiente forma: 12.5 µL del 2X

ThermoScript Reaction Mix (0.4 mM de cada

dNTP, 6 mM MgSO4), 0.5 uL de ThermoScript

Plus/Platinum Taq Mix, 0.25 µL de cada

oligonucleótido (DC-SIGN Lux 5´−3´ y G3PDH

Lux 5´−3´) a una concentración de 5 pmol/µL,

ARN concentración de 0.5 ug/uL y agua para

PCR hasta completar 25 uL. Las condiciones para

la reacción para RT-PCR fueron: retro-trascripción

inicial a 50°C durante 15 min. desnaturalización

a 95°C durante 2 min. 50 ciclos de desnaturaliza-

ción a 95°C durante 30 seg., anillamiento duran-

te 30 seg. a 65 o 60°C, respectivamente, y exten-

sión a 72°C durante 30 seg. La intensidad de la

fluorescencia se registró al final de cada fase de

anillamiento. Se llevó a cabo una cuantificación

relativa, comparando las diferencias entre los pun-

tos de corte (Ct) entre los grupos de estudio.
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 Tabla I. Pacientes infectados por VIH-1 incluidos en el estudio.

1 Ho - homosexual, He - heterosexual, UDI-Uso de drogas

intravenosas y Trans- Transfusión.

Fig. 2. Expresión del DC-SIGN y GAPDH mediante PCR

convencional. Amplificación del DC-SIGN de 522 pb de los

pacientes 1 y 2 (carriles 2 y 3); amplificación de GAPDH de

480 pb del paciente 1 (carril 4). Marcador de peso molecular

de 1 kb (carriles 1 y 5). Agarosa 1% (Buffer SB 1x).

Fig. 3. Niveles de expresión del receptor de células dendríticas

DC-SIGN mediante la cuantificación relativa ( Ct). Se ob-

serva diferencia significativa de la expresión de los pacientes

considerados lentos progresores, con respecto a las demás po-

blaciones estudiadas (F= 6.752 nivel de significancia 0.001,

barras de error = ±1 Error estándar).

2 Cuentas de Células T CD4+ por ml de sangre.
3 Carga  Viral -  ND - No Detectable.
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Resultados

Muestras de individuos infectados con  el VIH-1.

Se obtuvieron 25 muestras de sangre periférica de

pacientes infectados con el VIH-1 para este estu-

dio, los datos clínicos y epidemiológicos se mues-

tran en la tabla I.

Detección de la expresión del DC-SIGN en cé-

lulas mononucleares de sangre periférica. Se lo-

gró una amplificación de 480 pb para GAPDH y

de 522 pb para DC-SIGN en todas las muestras

de pacientes infectados con VIH-1, así como en

los voluntarios sin infección. En la figura 2 sólo

se muestra la banda de amplificación de dos de

los pacientes incluidos.

Cuantificación de la expresión del DC-SIGN.

La cuantificación se realizó aplicando el esquema

de cuantificación relativa ( Ct), para lo cual

GAPDH fue establecido como control endógeno

y los donadores no infectados como calibradores

de comparación. En la figura 3 se muestran las

proporciones en radios de expresión calculadas;

se observa una disminución en la expresión relati-

va del receptor en pacientes de  progresión lenta a

SIDA. Asimismo, es posible observar que  los ni-

veles de expresión en los pacientes con típica y

rápida progresión comparados con los volunta-

rios sin infección permanecen sin cambio aparen-

te.

Discusión

Está ampliamente descrito que la forma más fre-

cuente de transmisión del VIH es por exposición

sexual; de esta forma logra alcanzar las principales

zonas del sistema inmunológico, pasando a través

de superficies mucosas; los mecanismos celulares

y moleculares involucrados en la diseminación del

virus aún no han sido definidos. Sin embargo, se

ha determinado que las CD inmaduras residentes

en la piel y superficies mucosas son la primera po-

blación celular en interactuar con el VIH-1 en los

sitios de infección primaria. Por otra parte, aún se

desconocen las causas por las cuales algunos pa-

cientes evolucionan a SIDA en menos de dos o

tres años, a partir de la seroconversión, mientras

que en otros este proceso dura alrededor de diez

años o más, por lo que se han propuesto varios

mecanismos  que explican estas diferencias, en los

que se incluyen aspectos genéticos, virológicos e

inmunológicos. Se estima que un balance entre

estos mecanismos determinaría el curso de la in-

fección por el virus. De especial interés científico

resultan los pacientes que, durante diez años o

más, logran mantenerse en el período de latencia

de la infección sin presentar síntoma alguno del

estado de SIDA. Estudios en este grupo pudieran

contribuir a elucidar los factores en el huésped

que retrasen la progresión y se abrirían las puertas

para el desarrollo del tratamiento de esta enfer-

medad.

El mecanismo por el cual las CD capturan al

VIH-1 y promueven la infección de células T CD4+

no ha sido elucidado. En 2000 se publicó la iden-

tificación de una lectina tipo C específica de célu-

las dendríticas, designado DC-SIGN, que se une

con la alta afinidad a ICAM-3 en células T y que

es tomada como un mecanismo eficiente de unión

a la gp120 del virus.6 DC-SIGN contiene un do-

minio de lectina tipo C (calcio dependiente) que

media el proceso de reconocimiento, y así,  una

vez unido al DC-SIGN en CD, el virus puede con-

servar su infectividad durante varios días y, subse-

cuentemente, producir infección cuando entra en

contacto con células CD4+ y algún correceptor

específico en tejidos linfoides, su mayor sitio de

replicación.5

En 2001, S. Pöhlmann y sus colaboradores re-

portaron que la transmisión puede bloquearse me-

diante anticuerpos dirigidos al DC-SIGN y que

los niveles de expresión del DC-SIGN pueden ser

en una limitante para la unión del virus y su trans-

misión. Con el sistema celular que ellos emplea-

ron y las tres cepas virales estudiadas, la eficiencia

de transmisión fue afectada por diferencias en la

expresión del DC-SIGN, de tal forma que una

baja cantidad de transmisión de virus fue observa-

da cuando los niveles DC-SIGN cayeron debajo
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de 30,000 copias por célula. Estos descubrimien-

tos indican que resulta de gran importancia esti-

mar los niveles de expresión del DC-SIGN en los

tipos celulares para determinar si existen diferen-

cias significativas en la expresión del DC-SIGN y

otros correceptores entre individuos infectados, y

si estas diferencias afectan la eficiencia, con la cual

el virus es capturado por células dendríticas y por

consiguiente impacta en la  transmisión del virus.

En este trabajo, los pacientes considerados lentos

progresores muestran una disminución en los ni-

veles de expresión del DC-SIGN lo que nos sugie-

re que el comportamiento de la expresión del re-

ceptor en estos pacientes es similar al estudio

anterior y que este receptor pudiera estar involu-

crado en la progresión al SIDA. Sin embargo, se

considera la necesidad de determinar la especifici-

dad de la interacción con las distintas poblacio-

nes celulares.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo

sugieren que las células dendríticas (CD) represen-

tan una población celular involucrada en los me-

canismos de diseminación viral, donde los recep-

tores moleculares como el DC-SIGN toman un

lugar determinante en los procesos

inmunopatológicos y de la progresión a SIDA. En

la presente investigación se identificó la expresión

del receptor de DC-SIGN de voluntarios sin in-

fección y pacientes infectados en los tres estadios

de progresión a SIDA, se cuantificó su expresión

y se observó una disminución en la expresión del

receptor en pacientes con lenta progresión a SIDA,

mientras que los niveles de expresión en los pa-

cientes con típica y rápida progresión a SIDA com-

parados con los voluntarios sin infección perma-

necieron sin cambio.

Resumen

En México, como en el resto de los países del

mundo, el SIDA ha sido considerado un serio

problema de salud pública. El VIH-1 tiene la ca-

pacidad de infectar  diversos tipos celulares: célu-

las T, macrófagos y células dendríticas (CD). Estas

últimas son cruciales en la defensa contra agentes

infecciosos y juegan un papel importante en la

infección por VIH-1. Recientemente se ha demos-

trado que el DC-SIGN es el responsable de me-

diar la infección a las células T a través de CD,

utilizándolas como portadoras y permitiendo que

el virus tenga acceso al tejido linfático. En el pre-

sente trabajo, logramos detectar la expresión del

receptor DC-SIGN en células mononucleares de

sangre periférica de individuos sanos e infectados.

Además, encontramos una menor expresión del

receptor en los pacientes considerados de progre-

sión lenta a SIDA en comparación con los pacien-

tes típicos y rápidos, además de los donadores sin

infección.

Palabras clave: SIDA, VIH-1, Células dendríticas,

DC-SIGN.

Abstract

In Mexico, as in the rest of the world, AIDS has

become a serious public health problem. The HIV-

1 has the ability to infect different cell types such

as T cells, macrophages, and Dendritic Cells (DCs).

These cells are crucial in the defense against infec-

tious agents and play a major role in viral patho-

genesis. It has recently been shown that DC-SIGN

mediates HIV-1 binding to DC. This receptor ap-

pears to be responsible for the ability of DCs to

efficiently infect T cells. It has been proposed that

HIV-1 uses DCs as carriers allowing the virus to

access lymphoid tissues, which is the main site of

replication, thus contributing to the pathogen-

esis of HIV-AIDS. In this work, we detected DC-

SIGN expression in peripheral blood mono-

nuclear cells. Furthermore, we have found a lower

expression of DC-SIGN in patients with slow pro-

gression AIDS, compared to the typical and fast

progression patients, and to healthy donors.
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