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RESUMEN

ANTECEDENTES. Las respuestas de CTLs (restringida por los alelos HLA-1), dada su efectividad para el control
parcial de la viremia, ejercen una fuerte presién selectiva que dirige la evolucion del VIH. Como
consecuencia de esta presidon evolutiva se seleccionan virus con mutaciones de escape. La presencia de estas
mutaciones de escape inmune estda muchas veces asociada a un costo en la capacidad replicativa del virus
(fitness), lo que conduce a una reversion al transmitirse a un individuo carente del HLA selector. Aunado a
esto, la existencia de la evolucidn del VIH mediada por HLA a nivel poblacional se ha demostrado por
asociaciones entre la presencia de polimorfismos y la expresion de alelos HLA especificos. Debido al alto
polimorfismo de los genes HLA, el presente estudio pretende por primera vez describir el impacto de la
presion selectiva ejercida en un contexto inmunogenético mexicano sobre la variabilidad de la proteina Gag
en virus circulantes en poblacidn mexicana. Dada la importancia previamente descrita de las respuestas de
CTLs dirigidas a Gag para el control inmune del VIH, los resultados de este estudio contribuiran para apoyar
la investigacion sobre vacunas en el contexto global, y ayudaran en la identificacién de posibles sitios blanco
para la generacion de inmundgenos que pudieran ser Utiles para controlar el virus en nuestros pacientes.

METODOLOGIA. Se eligieron al azar 200 muestras de plasma de pacientes mexicanos infectados con VIH-I B.
Se realizé la extraccion de RNA y la amplificacion de gag utilizando una PCR anidada con transcripcion
inversa. Se realizd electroforesis en gel de Agarosa al 1%, se purifico y se cuantificé para ajustar la
concentracion. Se realizo la placa de secuenciacidon con el reactivo Big Dye Terminator v.3.1y 8 primers, y se
purificd. La secuenciacion se realizé con el método de Sanger. El lamado de bases y ensamblaje fueron con
el software Sequencing Analysis v5.4 y SeqScape v2.7. Con el software MEGA 5.05 se realizé el alineamiento
y un arbol filogenético (referencias la secuencia HXB2 y un subtipo B), se utilizé el método Neighbor-Joining,
el modelo de dos parametros de Kimura y 1000 réplicas de bootstrap. La variabilidad se calculd estimando la
entropia de Shannon. Con el servidor DataMonkey se analizd por el método SLAC obteniéndose codones
bajo presion selectiva por la razéon dN/dS. La presencia de epitopos de CTLs reportados previamente se
identificd con la Base de Datos de Los Alamos. Utilizando los datos de HLA en la Base de Datos de
Epidemiologia Molecular y Evolucion del VIH en México del CIENI se evaluaron alelos frecuentes que
pudieran explicar la presencia de seleccién positiva. Con la literatura se identificaron mutaciones de escape
seleccionadas por HLA con costos en capacidad replicativa, para estimar el impacto en la cohorte (58
secuencias con valores de capacidad replicativa). La significancia se evalué por pruebas de Fisher con el
programa GraphPad Prism 5.04. Un analisis mas especifico para el contexto inmunogenético de la poblacion
mexicana del impacto de la presidn selectiva por HLA se realizdé con el modelo de PDN.

RESULTADOS. La cohorte analizada fue altamente representativa de la poblacidén infectada en México y
estuvo enriquecida en pacientes en etapas tempranas de la infeccion. Al comparar arboles filogenéticos de
los virus basados en el gen gag con arboles del gen pol se observé una mayor divergencia en las secuencias
del gen gag probablemente debido a su alta inmunogenicidad. Los estudios de variabilidad del gen gag de
VIH circulante en México concordaron con lo reportado por Brumme, et al, refiriendo a las regiones pl7 y
p2p7plp6 como las mas variables del gen. La alta conservacion de p24 podria explicarse debido a su
importancia funcional y estructural para el virus. Se manifestd la existencia de una gran cantidad de
posiciones bajo presion selectiva positiva, muy probablemente asociadas a seleccion por HLA, dentro de las
cuales se encontraron algunas previamente ya reportadas (poblaciones caucasicas) y que podrian
representar rasgos comunes en la evolucién del virus en diferentes poblaciones. Sin embargo, también se
observaron posiciones previamente no reportadas, que podrian representar nuevas asociaciones en el
contexto inmunogenético de los mexicanos. Aunque las diferencias no fueron significativas en la mayoria de
los casos, se observaron polimorfismos con tendencias interesantes en la influencia sobre la capacidad
replicativa viral. Conjuntando las observaciones anteriores, hemos mostrado evidencia de un impacto
importante de las respuestas inmunes restringidas por HLA en la determinacion de la variabilidad del gen
gag del VIH circulante en México, expresado mediante un mapa del gen gag que resume las asociaciones
con presidn selectiva positiva, presidn selectiva negativa y seleccion por HLA en el contexto inmunogenético
especifico de esta poblacidn. Siendo el primer trabajo que trata de describir y explicar la variabilidad de este
gen en virus circulantes en el pais sera una importante base para continuar con el analisis de posiciones con
asociaciones de interés, tomando en cuenta para posteriores estudios el uso de metodologias distintas y
aumentando la cantidad de sujetos en la cohorte.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.
1. Historia del VIH
1.1. Origen de la enfermedad.

Hace ya 30 afios algunos grupos clinicos estadounidenses enfrentaron una enfermedad de
causa desconocida que provocaba, inevitablemente, la muerte por enfermedades
oportunistas pues causaba la destruccion del sistema inmunolégico [11]. Al inicio se
observé que la enfermedad afectaba principalmente a hombres homosexuales y personas
gue usaban drogas intravenosas pero después de algunos meses se descubrié que
también eran afectados otros grupos, incluyendo: hemofilicos, personas que habian
recibido transfusiones y mds significativamente, parejas sexuales e hijos de miembros de

los distintos grupos de riesgo [21].

El patrén epidemioldgico observado permitid proponer que la transmisiéon de este nuevo
patégeno era por via sanguinea (contacto con sangre contaminada) o por via sexual
(relaciones con un individuo infectado). La enfermedad, hasta ese entonces sin nombre,

fue llamada: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) [21].

Posteriormente, en 1983 el Dr. Luc Montagnier y su grupo de colaboradores del Instituto
Pasteur en Francia, aislaron de los nddulos linfaticos de un hombre que presentaba
linfadenopatia un agente que Illamaron virus asociado a linfadenopatia (LAV). Al hacer
cultivos celulares observaron que se producian altos titulos de viriones que contenian
actividad de Transcriptasa Inversa (RT, Reverse Transcriptase) dependiente de magnesio;
lo cual, les permitié clasificarlo como un retrovirus. Aunado a lo anterior, se observé que
el tropismo del virus era hacia células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y mas

especificamente hacia linfocitos T CD4" [21].

Simultdneamente, otro grupo de investigacion dirigido por el Dr. Robert Gallo en el
National Cancer Institute en Estados Unidos, aislaron al mismo retrovirus y demostraron
que era el agente causal del SIDA. Este virus fue posteriormente llamado Virus de

Inmunodeficiencia Humana (VIH) [21]. Para ese momento, casos de la enfermedad ya
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habian sido detectados en varias partes del mundo fuera de Estados Unidos, causando el
interés de diversos equipos de investigadores; los cuales, empezaron el desarrollo de un

tratamiento [4].

1.2. Actualidad y futuro.

1.2.1. En el Mundo.

El aumento de personas infectadas por el VIH crecié de forma alarmante, lo cual promovid
gue gobiernos de distintos paises tomaran medidas para poder frenar este avance y
mejoraran la calidad de vida de los pacientes existentes. Entre las medidas tomadas estan:
la realizacion de campafas de educacién y concientizacion sobre esta enfermedad,
mejoramiento de la infraestructura y atencion hospitalaria, ampliaciéon en la cobertura y
optimizacion del Tratamiento Antirretroviral (TAR). Estas medidas permitieron una
disminucion en el nimero de decesos de 2.1 millones reportados en 2004 a 1.8 millones

en 2010 [11].

A pesar de esta cifra alentadora, el nimero de persona infectadas sigue en aumento con
34.0 millones de personas viviendo con el virus a nivel mundial y 2.7 millones de nuevas
infecciones reportadas en 2011 [12], teniendo como principales causas en la actualidad,
las practicas sexuales de alto riesgo y el consumo de drogas intravenosas. Entre las zonas
geograficas mds afectadas por la enfermedad se encuentra el continente africano, mas

precisamente la zona Sub-Sahariana y en segundo lugar el sureste asiatico [21] (Fig. 1).



Figura 1. Estimado de adultos y nifios que viven con VIH en el mundo, reportado por la OMS en 2011
[Modificado de 24].

El uso del TAR ha permitido tener un panorama un poco mas alentador sobre el manejo
de la infeccidén por VIH y el SIDA. Por ejemplo, tan sélo en Estados Unidos, a partir de la
implementacién de este tratamiento se obtuvo una reduccion de mas del 60% de la tasa
de mortalidad en apenas 2 afios (1995 a 1997). Cabe mencionar, que el tratamiento tiene
sus limitaciones pues dependerd del acceso y del apego al mismo [11]. Tomando en
cuenta esto se conoce que de los 34.0 millones de personas infectadas, 30.0 millones
viven en paises de mediano a bajo ingreso y sélo aproximadamente 6.6 millones estan en

la posibilidad de obtener el TAR [42].

Todo lo anterior nos lleva a pensar que la investigacién en torno al VIH/SIDA debera
obtener los recursos materiales y humanos necesarios para permitir hacer frente al gran
reto que representa. Para tal fin sigue siendo necesario ampliar el conocimiento sobre la
biologia del virus y su relacién con el sistema inmune del hospedero; asi como la
identificacion de nuevos blancos para la terapia antirretroviral, nuevas estrategias de
prevencién y control, y la busqueda de posibles inmundgenos que sean efectivos en los

contextos bioldgicos, inmunogenéticos y sociales de las diversas poblaciones del mundo.



1.2.2. En México.

Desde 1983, con la deteccidon de los primeros casos de VIH/SIDA en México, el gobiernoy
diversas asociaciones no gubernamentales del pais han tomado medidas para hacerle
frente a esta enfermedad mediante el desarrollo de distintos planes nacionales. Fue en
1986 cuando se cred el primer Comité Nacional para Coordinar los Esfuerzos en VIH/SIDA,
al cual le siguid la formacién del Consejo Nacional para la Prevencion y Control del
VIH/SIDA (CONASIDA) y del Centro Nacional para la Prevencién y Control del VIH/SIDA
(CENSIDA). Aunado a lo anterior se logré la creacién de una red de clinicas para el cuidado
y la prevencién del VIH/SIDA y de Infecciones de Transmisiéon Sexual (CAPASITS) vy la
implementacién de campafias de prevencién especialmente orientadas a grupos
vulnerables, como la campana “Brigada Callejera de Apoyo a la Mujer Elisa Martinez”,

orientada a sexoservidores [11].

En cuanto al tratamiento antirretroviral, fue hasta 1991 que la Zidovudina (AZT) estuvo
disponible en México y en 1993 se distribuyd por instituciones de seguridad social. En
cuanto a la Terapia Antirretroviral (TAR) el panorama fue mads dificil, pues no fue sino
entre los afios 1997 y 1998 que se logrd la aprobacion en la compra de los farmacos vy
hasta 2003 se logrd su distribucién a personas fuera de los grupos con seguridad social

[11].

Segun las estimaciones y proyecciones de VIH del Onusida para México existe un intervalo
de 151,438 - 223,704 personas viviendo con VIH. En cuanto al Registro Nacional de casos
SIDA que existe en México, al 30 de septiembre de 2011 se habian diagnosticado vy
registrado 151,614 casos acumulados de SIDA, de los cuales 82% eran hombres y 18%
mujeres; y se habian registrado 36,714 casos acumulados de VIH, de los cuales 72.8%
eran hombres y 27.2% mujeres. Se estima una prevalencia de VIH en adultos (15 a 49
afios) de 0.3%, valor por debajo del porcentaje en América latina (0.6%) y en el mundo
(0.8%). Las muertes por SIDA ascienden a 4,192 (2011) y la cobertura de antirretrovirales

es del 78% total [13,43]. Sin embargo, estas cifras pueden estar significativamente



subestimadas, debido al subregistro caracteristico de las estadisticas nacionales y a que

una proporcién importante de la poblacién infectada no conoce su estado seroldgico.

Del total de los casos registrados de SIDA en el pais, el 44% se encuentran en el Distrito
Federal (24,198), Estado de México (16,686), Veracruz (13,958) y Jalisco (11,323), siendo
estas las entidades Federativas con mas casos registrados [12]. En cuanto a las vias de
transmision, la via sexual es la principal en el pais (Fig. 2 y 3), y la mayoria de los casos se
encuentra concentrada en hombres que tienen sexo con hombres, personas que realizan

trabajo sexual y personas que usan drogas inyectables [12,13].

Figura 2. Distribucién de casos de SIDA en hombres de México. Datos al 30 de septiembre del 2011
segun CENSIDA. UDI (usuarios de droga inyectables), HSH (hombres que tienen sexo con hombres)
[Obtenida de 12].

Figura 3. Distribucion de casos de SIDA en mujeres de México. Datos al 30 de septiembre del 2011
segln CENSIDA. UDI (usuarios de drogas inyectables) [Obtenida de 12].



A pesar de los grandes avances que ha logrado México en materia de prevenciéon vy
tratamiento de la enfermedad es necesario continuar con campafias de gran impacto a
nivel nacional para concientizar a la poblacion (sobre todo a grupos vulnerables y/o
marginados: usuarios de drogas inyectables, mujeres embarazadas, etc.) sobre la
gravedad de la infeccion y la progresién a SIDA; enfatizando la importancia de la
prevencion y de la deteccidon temprana. Asi mismo, es de suma importancia luchar contra
la estigmatizacién de la enfermedad que sigue caracterizando la mayoria de los escenarios
de las epidemias en paises en vias de desarrollo, asi como continuar con la investigacion
sobre VIH/SIDA, en el contexto de la poblacién mexicana, buscando estrategias de control

adecuadas a las caracteristicas sociales e inmunogenéticas de nuestra poblacion.
2. Generalidades del VIH.
2.1. Origen y epidemiologia molecular del VIH.

La epidemia global causada por el VIH-1 es el resultado de saltos zoondticos de retrovirus
entre monos y humanos. Ahora es bien sabido que el VIH-1 se origind a partir de un
lentivirus de chimpancés, el virus de inmunodeficiencia simiana (SIV¢,). Una vez que el
VIH empezé a ser analizado, la principal caracteristica que llamé la atencién de los
investigadores fue el alto grado de diversidad y variabilidad genética que lo caracteriza.
Para 1986 se recuperd un retrovirus de personas que vivian en paises de Africa Oriental, el
cual estaba relacionado con el agente antes descubierto pero era distinto
inmunolégicamente. Este virus fue llamado VIH-2. El origen evolutivo de este virus es
distinto al del VIH-1, siendo su antecesor el SIV del mono mangabey ahumado. El VIH-2
presenta una progresion a la enfermedad mas lenta, periodos asintomaticos mas largos y

una tasa de mortalidad menor [21].

A partir de estudios de las secuencias nucleotidicas y de proteinas, ademds de analisis
filogenéticos y de reloj molecular, se ha determinado que existen cuatro grupos de HIV-I:
el grupo M (“main”), el O (“outlier”), el N (“new”) [22] y el recientemente agregado grupo
P, cada uno de los cuales asociado a saltos zoondticos distintos de SIVcpz al humano. De

estos grupos, el M es el mas extendido en el mundo y presenta nueve subtipos (A, B, C, D,
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F, G, H, J, K), los cuales presentan entre si algunas diferencias en su comportamiento

bioldgico y en su distribucion geografica [21] (Tabla 1).

Tabla 1. Grupos, subtipos y distribucién geografica del VIH [22].

Actualmente se han caracterizado ademads algunas variantes que incluyen secuencias
provenientes de la recombinacién de genomas de distintos subtipos por una co-infecciéon
gracias al fendmeno de eleccidn de copia de la RT (la enzima puede cambiar el templado
usado durante su actividad, debido a las 2 copias presentes en el genoma del virus); de las
cuales, algunas se han diseminado dando lugar a las formas recombinantes circulantes
(CRF). En los ultimos afos se han asociado 51 CRFs a distintas regiones del mundo [22]

(Fig. 4).

Aunado a lo anterior, se ha descrito también que gracias a la gran capacidad de variacién
del VIH se generan multiples variantes ligeramente distintas entre si, llamadas

cuasiespecies virales, que coexisten en cualquier momento en un individuo infectado.



Figura 4. Distribucidn global de subtipos de VIH-I y sus recombinantes (CRF). Se observa que el
subtipo C es uno de los mas predominantes a nivel mundial por su presencia en poblaciones con gran
prevalencia de infecciones (Africa sub-Sahariana e India). Por otro lado, en América el subtipo
predominante es el B [Obtenido de 33].

2.2. Estructura del VIH: genoma y proteinas.

El VIH es un virus envuelto que pertenece a la familia Retroviridae, dentro del género de
los lentivirus. Esta clasificacion se debe a que se replican a través de una forma intermedia
de DNA bicatenario gracias a una enzima dependiente de magnesio llamada Transcriptasa
Inversa, que es capaz de transcribir su genoma de RNA de cadena sencilla positiva a DNA
en la célula del hospedero, y por otro lado a que la enfermedad que causa tiene una
progresion lenta. Las células blanco de este virus, como las de otros lentivirus, son algunas
lineas de células hematopoyéticas, particularmente linfocitos y macréfagos diferenciados

[14].

El genoma del Virus de Inmunodeficiencia Humana incluye a los tres genes caracteristicos
de los retrovirus que codifican para las proteinas estructurales y enzimas necesarias para

infectar: gag (gen antigeno grupo-especifico), pol (polimerasa) y env (envoltura). Este



genoma también contiene marcos abiertos de lectura (ORF) que estan traslapados y que
codifican para proteinas reguladoras o accesorias: Vif, Vpu, Vpr, Tat, Rev y Nef, las cuales
ahora se sabe que cumplen funciones fundamentales para la replicacion del virus in vivo.
Las secuencias largas repetitivas (LTRs) se localizan en cada extremo vy sirven, entre otras
cosas, de enlace con el genoma celular y para permitir la unién de factores para la

transcripcion de los genes virales [14, 21] (Fig. 5).

Figura 5 Organizacidon del genoma del VIH-I. Se observan tres marcos de lectura abiertos (ORF)
principales que comprenden a los genes gag, pol y env. Ademas, se observan seis ORF mds que
codifican para las proteinas accesorias/reguladoras. El fragmento de gag estd ampliado. Ademas
existen dos secuencias de repeticion terminales que flanquean el genoma, LTR5’ y LTR3’ que
contienen secuencias promotoras y reguladoras de transcripcién [Obtenido de 20]

Haciendo un andlisis en microscopio electrénico, se observa que las particulas envueltas
de este virus miden de 100 a 120 nm de diametro y tienen una bicapa lipidica proveniente
de la membrana celular [14]. En esta membrana se localizan dos glicoproteinas en forma
de espiculas: gp120, localizada en la superficie externa de la membrana y gp41, localizada
de forma transmembranal. En la parte interna de esta membrana se encuentra la proteina
de matriz (p17, MA), encargada de proveer estructura al virus. Dentro de la matriz estd
una capside cénica (p24, CA) y un nucleo que contiene dos cadenas, no complementarias,

de RNA (+) de 9.3 Kb que forman el genoma del virus y que se encuentran unidas a la



nucleoproteina p7 (NC), y las enzimas del virus: integrasa (p32, IN), proteasa (p10, PR) y
transcriptasa inversa (p66/p51, RT) [21] (Fig. 6).

Figura 6. Representacién de una particula madura del VIH. Se muestran la localizacién aproximada de
las proteinas estructurales, las enzimas y el genoma de este virus [Obtenido de 17].

Como con otros retrovirus, los productos de la traduccioén se sintetizan inicialmente como
precursores poli-proteinicos que posteriormente seran procesados por las proteasas
virales o celulares hasta obtener proteinas maduras. En total, los genes del VIH codifican
para nueve proteinas clasificadas en tres clases: proteinas estructurales: Gag, Pol y Env,
qgue formaran las particulas virales; proteinas reguladoras: Tat y Rev, que participan en los
procesos tempranos de regulacidon de la transcripcion de los genes virales; y proteinas
accesorias: Vpu, Vpr, Nef y Vif, que favorecen los procesos para la internalizacién del
genoma y permiten la replicacidon del virus in vivo al antagonizar la acciéon de factores

antirretrovirales naturalmente presentes en las células del hospedero [21].
2.2.1. Proteinas estructurales.

El gen gag codifica para la poliproteina precursora Gag (Pr55°%) cuyo orden de proteinas
maduras es el siguiente: pl17/p24/p2/p7/p1/p6 [14]. Al momento de la salida de los

nuevos viriones, la proteasa viral es la encargada de realizar la protedlisis necesaria para
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obtener proteinas individuales. Ademds, Gag estd organizada en 3 dominios necesarios
para la formacion de las particulas virales: el dominio de unidon a membrana (M), el

dominio de interaccidn (l) y el dominio tardio (L) [34].

MA se localiza en la superficie interna de la bicapa lipidica y es responsable de la
estabilidad del virus; ademas, la presencia de acido mirisitico en su porciéon amino
terminal permite la unién a la membrana plasmatica. MA también se ha relacionado con
la incorporacion de la glicoproteina Env a los viriones y a otros eventos tempranos post-

entrada, como el favorecimiento del complejo de preintegracién (PIC) al nucleo [20, 21].

CA es la capside del virus, y estd compuesta por 2 dominios: el dominio N-terminal
“nuclear”, que es importante para la maduracién del virus y tiene un asa flexible que
permite la incorporacion de la ciclofilina A, la cual es esencial en la pérdida de la capside,
ya que la ausencia de esta interaccion inhibe la replicacién virica; y el dominio C-terminal

de “dimerizacién”, que favorece las interacciones Gag-Gag [20, 21].

NC facilita la transcripcién inversa (protege de nucleasas e incorpora un RNAt para el inicio
del proceso) y es necesaria para el empaquetamiento del genoma del virién (aunado a las
4 asas de la “senal de encapsidacién” o W), constituyendo la nucleocapside del virus. Estas
proteinas presentan unos motivos de “dedos de zinc”, los cuales permiten la interaccion

con el RNA [20, 21].

La proteina p6 favorece la liberacién de los viriones por interaccién de dominios
terminales de la proteina con componentes del sistema de proteinas ESCRT del
hospedero. ESCRT se encarga de dirigir proteinas al sistema de transporte vesicular en el
interior de la célula. El VIH tiene la capacidad de usurpar al sistema ESCRT para promover
la salida de viriones nuevos de la célula. Las proteinas pl y p2 son espaciadoras del
genoma; sin embargo, estudios recientes han demostrado que son esenciales para el

ensamblaje correcto e infectividad [20, 21, 36].

Gag-Pol

El gen pol produce una poliproteina conocida como Gag-Pol (Pr160 ) y que por

autocatalisis deriva en tres enzimas: proteasa, transcriptasa inversa e integrasa [14].
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PR es una proteasa aspartica, un homodimero encargado de cortar los polipéptidos
durante la gemacién del nuevo viridon y produciendo cambios estructurales y morfoldgicos

conocidos como maduracion viral [21].

RT es una DNA-polimerasa dependiente de RNA y DNA con una actividad RNAsa H que
degrada la cadena original de RNA viral pero sin actividad exonucleasa 3’ — 5’. Por lo tanto
presenta una baja fidelidad que da lugar a una alta tasa de mutacién (3.4 x 107
errores/base/ciclo de replicacién) y ademas, genera eventos de recombinacién durante el
proceso de retro-transcripcién al cambiar entre las dos cadenas de RNA gendmico viral

(eleccion de copia) [16, 21].

IN permite la insercion del genoma viral dentro del material genético del hospedero
mediante tres actividades enzimaticas: actividad exonucleasa (permitiendo la eliminaciéon
de dos nucledtidos terminales del extremo 3’ del DNA viral), actividad endonucleasa de
doble cadena (permite el corte del DNA de la célula en el sitio donde es incorporado el
DNA viral) y ligasa (permite la unién covalente de cada extremo del DNA proviral con el

DNA de la célula) [21].

El producto del gen env es un polipéptido de 160 kDa llamado gp160 o Env, que es cortado
por una proteasa celular en dos fragmentos: gp120 (SU) que se localiza en la superficie del
virus, y gp4l (TM) localizada en la region transmembranal. Ambas glicoproteinas
interactian mediante enlaces no covalentes formando trimeros que producen las
llamadas espiculas de la envoltura del virus. SU (la proteina con mas variabilidad del VIH)
tiene los motivos de unidn al receptor CD4, y los correceptores de quimiocinas CCR5 vy
CXCR4. La unién de gp120 al receptor y correceptor produce cambios conformacionales
gue exponen el dominio de fusién en TM, permitiendo la unién de la membrana viral con

la del hospedero y por tanto la entrada del virus a la célula del hospedero [19, 21].
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2.2.2. Proteinas reguladoras.

La proteina reguladora Tat es requerida para el inicio de la transcripcion inversa por su
actividad de transactivador transcripcional. Tat se une al RNA del VIH en un asa de la
region 5’ terminal (elemento TAR) del genoma viral. La unién de Tat con su elemento TAR
activa e incrementa la transcripcién de genes del VIH. Cuando es secretada actua sobre
células no infectadas como transductor de sefiales facilitando una nueva infeccién [19,

21].

La segunda proteina reguladora es Rev que es un homotetrdmero de 13 kDa e induce la
transicidon de la fase temprana a la tardia en la expresién de los genes del VIH. Facilita el
transporte de RNA sin splicing del nucleo hacia el citoplasma. Se une a una secuencia
especifica del genoma en una region llamada elemento de reconocimiento de Rev (RRE)

[19, 21].

2.2.3. Proteinas accesorias.

En sistemas in vivo las proteinas accesorias son factores determinantes en la replicacidon y

liberacion de nuevas particulas virales, asi como en la virulencia del VIH [14].

Nef, una proteina de aproximadamente 27kDa, se encuentra asociada a la cara
citoplasmatica de la membrana celular. Disminuye la expresion de CD4 en la superficie de
células infectadas, favoreciendo su endocitosis. Disminuye la expresion de moléculas HLA
de clase | y por ese medio permite la evasidon del sistema inmune [19, 21]. Adem3s, Nef
interactia con multiples proteinas celulares, interfiriendo con cascadas de sefializacion
intracelular con el efecto final de mantener a la célula infectada en un estado ideal para la

produccién de nuevos viriones.

Vpr es una proteina de 14 kDa que esta presente en un complejo de pre-integracion (PIC)
en el nucleo celular y actia como un factor de transporte del DNA viral al nucleo del
hospedero. Ademas Vpr tiene la habilidad de arrestar a las células en la fase G2 del ciclo

celular, inhibiendo la apoptosis. Recientemente se ha sugerido que Vpr actia como un
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factor soluble que es secretado por células infectadas induciendo la muerte de linfocitos

CD4 no infectados, aumentando la deplecién de estos [19, 21].

Vpu es una fosfoproteina de 16 kDa exclusiva de VIH-I que reduce la expresion de la
molécula CD4 y favorece la liberacion de los viriones de las células infectadas. Vpu
interacciona con la proteina celular llamada teterina (proteina transmembranal que une
los viriones recién sintetizados a la membrana celular de la célula infectada, evitando su
salida) dirigiéndola hacia degradacion endosomal. La ausencia de Vpu provoca que las
particulas virales sean retenidas en vesiculas intracelulares y en la membrana plasmatica

por la actividad de teterina [19, 21].

Vif tiene un peso de 23 kDa y es fundamental para la replicacion del VIH en linfocitos Ty
en macrofagos, ademas de ser importante para el adecuado empaquetamiento de las
proteinas virales. Estudios recientes sugieren que Vif tiene la capacidad de inhibir Ia
actividad de ciertos factores celulares de la familia de APOBEC3G (A3G), que de forma
natural bloquean la replicacién viral induciendo hipermutacién en el genoma viral [19, 21].
Vif sirve de enlace entre A3G vy proteinas de ubiquitinacién, provocando

consecuentemente la degradaciéon proteosomal de A3G.
2.3 Ciclo de replicacion.

Para su replicacidn, el VIH debe integrar su genoma al del hospedero y asi poder hacer uso
de su maquinaria celular para producir nuevos viriones. Por tanto, la replicacién del VIH
inicia con la uniéon de gp120 y la molécula CD4 de la célula blanco, la cual funciona como
receptor principal y esta presente en linfocitos T ayudadores, macréfagos CD4" y algunas
células dendriticas. Posteriormente la entrada del VIH requiere de la unidn de la regién V3
de gp120 a un correceptor. Existen varias moléculas que se han identificado como
posibles correceptores del virus, siendo los dos principales los receptores de quimiocinas
CXCR4 y CCR5. Estas moléculas determinan el tropismo del virus clasificando al virus en M-
trépicos o R5 si el correceptor usado es CCR5 y T-trépicos o X4 si el correceptor usado es
CXCRA4. Se han aislado algunos virus cuya afinidad es intermedia, definiéndose como virus

de tropismo dual. En la mayoria de los casos, al principio de la infeccién predominan los
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virus R5 (etapa temprana) y en etapas posteriores predominan virus X4 [11, 14, 21]. Esta
union producird cambios conformacionales exponiendo a gp4l que permitira el
acercamiento y fusidn de la membrana viral con la membrana de la célula blanco. De esta
manera la capside viral entra al citoplasma del hospedero. A continuacion el RNA viral se
transcribe a DNA de doble cadena por medio de la RT. El dominio con actividad de RNAsa
H de la RT degrada la porcién de RNA del hibrido RNA-DNA formado, dejando una cadena
sencilla de DNA que se complementard para formar las dos hebras listas para su insercion
en el genoma de la célula hospedera. Esta insercidon se logra mediante la migracién al
nucleo del complejo de preintegracién (PIC) que incluye a IN, NC, Vpr y el DNA recién
sintetizado y que presenta sefales de localizacién nuclear en varias de las proteinas del
complejo. Una vez que el PIC se encuentra dentro del nucleo, la IN forma extremos
cohesivos vy la ligasa une el DNA viral con el DNA de la célula hospedera. Al DNA viral
insertado en el genoma de la célula se le conoce como provirus y funciona como un gen

celular durante el tiempo de vida de la célula infectada [14, 21].

Después de la integracién y para comenzar la replicacidén del VIH es necesaria la induccion
de sus genes por medio de factores de transcripcién celular (que son producidos en forma
constitutiva por la célula o inducidos por sefiales de activacion como citocinas) y proteinas
virales reguladoras como Tat. Los primeros RNAm virales producidos sufren varios
eventos de corte y empalme (splicing), formando, en la etapa temprana, las proteinas Tat,
Rev, Nef, Vif, Vpr y Vpu. En la fase tardia de la infeccién se favorece la concentracion de
Rev, lo que favorece la salida de los RNAm virales del nucleo, evitando asi los eventos de
corte y empalme. En consecuencia, los RNAm virales de la etapa tardia se caracterizan por
tener uno o ningun evento de corte y empalme, lo que conlleva a la produccién de las
poliproteinas Pol, Env y Gag y los RNAs que se empaquetaran en las nuevas particulas

virales [14, 21].

Los precursores Gag, Pol, Env y el nuevo genoma de RNA se dirigen a la superficie celular y
son ensamblados para estructurar viriones. El transporte y salida de las nuevas particulas
virales son dependientes de Vpu y las proteinas celulares del sistema ESCRT en unidn con
p6. Al gemar los nuevos viriones, éstos adquieren parte de la membrana lipidica del
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hospedero y los productos del gen env (gp120 y gp41). Durante la maduracién del nuevo

virion, la enzima proteasa (autocatalizada) corta especificamente cada poliproteina para

formar las proteinas virales funcionales. El VIH maduro serd capaz de infectar a otras

células y comenzar nuevamente su ciclo de replicacion [14, 21] (Fig. 7).

Figura 7. Descripcidon esquematica de los eventos que ocurren durante el ciclo de replicacién del VIH.
Interaccién entre gp120, CD4 y el receptor de quimiocinas (CCR5 o CXCR4). Fusion de membranas
gracias a gp41, entrada de la CA, desnudamiento del viridn, transcripcion inversa del genoma viral,
formacion del complejo de preintegracion. Transporte del complejo de preintegracién al interior del
nucleo e integracion del DNA viral formando el provirus. Durante la transcripcién temprana del DNA
viral se generan las proteinas reguladoras, mientras que en las etapas tardias, se producen las
proteinas estructurales y los genomas de RNA viral que se empaquetaran en las nuevas particulas
virales. Transporte de RNA viral y poliproteinas a la membrana plasmatica, ensamblaje y liberaciéon de
nuevos viriones por gemacion. Maduracidn del viridn por el corte de precursores gracias a la PR.
Inicio de nuevo ciclo de replicacién [Obtenido de 17].
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2.4, Historia natural de la enfermedad.

Durante la infeccion por el VIH se distinguen diversas etapas que son inducidas y
diferenciadas por la interaccién entre el virus y la respuesta inmune del hospedero. La
historia natural de la enfermedad se divide en las siguientes etapas sucesivas: etapa de
infeccion primaria o aguda caracterizada por altas cargas virales, asociadas a una
replicacion descontrolada del virus, asi como una caida temporal de la cuenta de
Linfocitos T CD4" en sangre; etapa intermedia o de latencia clinica, caracterizada por una
estabilizacién de la carga viral y la cuenta de linfocitos T CD4+ en sangre, con
concentraciones entre 200 a 500 células/pl; etapa tardia o crénica donde los pacientes
presentan concentraciones por debajo de 200 células T CD4"/ul, perdiéndose el control
parcial de la replicacién viral con aumentos en la carga viral en sangre e incrementandose
el riesgo de adquisicidon de infecciones oportunistas. Es en esta ultima etapa cuando se

presenta el SIDA y resulta en la muerte del hospedero [14, 28].

Durante las primeras seis semanas después de la exposicion, los individuos infectados
desarrollan un sindrome agudo, caracterizado por valores elevados de viremia (carga viral)
en la sangre periférica y sintomas de tipo gripal. La fuente principal de viremia parece ser
los LT CD4" CCR5" de memoria, distribuidas principalmente en las mucosas. Al mismo
tiempo ocurre una notable reduccién de las LT CD4" en circulacidn; pero no tan acentuada

como sucede en las mucosas [28].

Posteriormente (6 a 8 semanas) se monta una respuesta inmune especifica,
principalmente celular, contra el VIH que provoca un descenso importante en la viremia
plasmatica, aumentando también los niveles de LT CD4+ en sangre, pero muy rara vez
hasta niveles de referencia. En la fase subsiguiente, los individuos entran en una etapa
asintomatica clinicamente estable que, dependiendo de factores inmunolégicos,
viroldgicos y genéticos, puede durar un numero variable de afios [28]. En esta etapa las
concentraciones del virus en la sangre periférica son relativamente bajas, aunque la

produccién de nuevos viriones, la muerte y renovacién de células blanco es constante y
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ocurre a alto nivel. La replicacion del virus e infeccion de células hospederas son procesos
dindmicos que se equilibran por los procesos de depuracion viral, muerte de células
infectadas y abastecimiento de nuevos LT CD4", lo cual mantiene niveles plasmaticos
estables de viremia y de LT CD4" [28]. Sin embargo, esta viremia plasmatica persistente
aunada a varias estrategias del virus como la formacién de reservorios de VIH latentes (LT
CD4+ y macrdéfagos), su gran capacidad de variacion genética, el cambio de fenotipo
bioldgico durante el curso de la enfermedad y la extraordinaria tasa de replicacion,
provocan la reduccién gradual de los LT CD4", que invariablemente conduce a SIDA [14]

(Fig. 8).

Figura 8. Historia natural de la enfermedad causada por VIH. Se observa la variacidn de los linfocitos T
CD4+ y del nimero de copias de RNA del VIH a través de las diversas etapas en las que se divide la
enfermedad [Obtenida del7].

La fase de SIDA se caracteriza por una inmunodeficiencia grave, lo que conlleva a una
mayor susceptibilidad de contraer enfermedades oportunistas como tuberculosis,

neumonia o histoplasmosis, que eventualmente ocasionan la muerte del individuo
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infectado. Con el objetivo de controlar la replicacion del VIH, en la actualidad se utilizan
combinaciones de farmacos que interfieren con diversos eventos en el ciclo de replicacion
del virus [17,28]. La administracién oportuna y ordenada de estos farmacos permite un
aumento en el nimero de LT CD4" en sangre y una disminucién hasta niveles
indetectables de la carga viral en plasma, lo que detiene la progresién de la enfermedad y
disminuye significativamente la incidencia de enfermedades oportunistas con una mejoria

notable en la calidad de vida del individuo [14, 28].
3. Respuesta inmune contra el VIH.
3.1. Respuesta innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa durante la fase temprana de la
infeccion por VIH. Las células del sistema inmune implicadas son: células asesinas
naturales (NKs), monocitos, linfocitos T gamma/delta (LT y3) y células dendriticas (DCs)
[28]. Estas células tienen inicialmente funciones efectoras y posteriormente adquieren
funciones reguladoras, ayudando a las células de la inmunidad adaptativa. Aunado a lo
anterior, las células de la inmunidad innata tienen la capacidad de secretar citocinas como
IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, IL-15 e IFN-y, TNF-a, y quimiocinas como MCP-2, MIP-1a, MIP-1 B e

IFNa,/B que ayudan al control de la infeccidn [1].

Las NKs tienen un papel critico en el control de las infecciones virales, siendo células
citotoxicas efectoras de la respuesta inmune innata capaces de eliminar de forma directa
0 por mecanismos mediados por anticuerpos, a las células infectadas. Las células NKs

ademas son productoras de IFN-y [1].

Los linfocitos T yd se localizan en las mucosas y generalmente no reconocen antigenos
peptidicos presentados por moléculas HLA, sino que interactlan directamente con
antigenos no peptidicos o con proteinas de estrés celular. Los LT yd producen citocinas
tipo Tyl y T2, ademads lisan a células blanco infectadas por VIH. Estas células también

generan factores antivirales supresores como RANTES (Regulador durante la Activacién
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Normal de linfocitos T Expresados y Secretados), MIP-1a. y MIP-13 que se unen al co-

receptor del virus, CCR5, disminuyendo su expresién [1].

Las DCs expresan co-receptores de quimiocinas que son usados por el VIH para entrar a la
célula y que las atraen a d6rganos linfoides. Las DCs son importantes como mediadores del
reconocimiento de antigenos y activan respuestas innatas y adaptativas mediante la

secrecion de citocinas (IL-7, IL-1, IFN, TNF-a e I1L-12) [14, 28].
3.2. Linfocitos T CD4".

Los linfocitos T CD4+ o linfocitos T cooperadores (Th) son una poblacidon celular cuya
funcién esta determinada de acuerdo a las citocinas que producen y secretan. Por tanto,
se pueden dividir en Th1l, que producen citocinas con efectos proinflamatorios vy
citotoxicos; y las Th2, que producen citocinas promotoras de la sintesis de
inmunoglobulinas, cambio de isotipo y reacciones anafilacticas. En el desarrollo de una
respuesta inmune se favorece uno u otro tipo; en el caso del VIH, se ven favorecidas las

Th1 [1, 28] (Fig. 9).

Cuando una célula presentadora de antigeno (APC) procesa un antigeno y lo presenta a un
Th en el contexto de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) tipo Il
también llamadas Antigeno Leucocitario Humano (HLA) tipo Il, en el caso de los humanos,
se llevan a cabo tres procesos en los que las citocinas secretadas juegan un papel

fundamental [1]:
a) Citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8+.
b) Activacién de macréfagos por citocinas tipo Th1.

c) Produccién de anticuerpos por linfocitos B activados por citocinas tipo Th2.
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Figura 9. Representacion esquematica de las funciones de los dos tipos de Linfocitos T CD4+ (Thly
Th2). Se muestran las células y citocinas asociadas a cada actividad [Obtenida de 1].

3.3. Anticuerpos.

La respuesta inmune por parte de los linfocitos B se desarrolla dentro de la primera
semana después de encontrar valores detectables de viremia y son determinados de
forma inicial como complejos antigeno-anticuerpo. A esta fase le sigue la aparicién de
anticuerpos anti-gp41 y anticuerpos anti-pg120. Sin embargo, estos anticuerpos no tienen

efectos importantes sobre la viremia.

Por otro lado, no es sino hasta varios meses después que los anticuerpos neutralizantes
(NAbs) aparecen. Los NAbs actuaran contra la cepa infectante y no son capaces de
neutralizar virus divergentes. A pesar de que los NAbs juegan un papel en el control de
infecciones virales, la habilidad del VIH para evadir la respuesta inmune y su amplia

diversidad antigénica provoca que el control ejercido sea limitado.
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Adicionalmente, los anticuerpos pueden actuar en forma conjunta con células efectoras
para provocar citotoxicidad mediada por anticuerpos, eliminando de esta manera a las
células infectadas. En cuanto al rol protector que juegan los anticuerpos en las mucosas se
conoce poco Y es necesario realizar mas estudios. En general, mds investigacidn basica es
necesaria para entender el impacto de los anticuerpos en la transmisidén y patogénesis del

VIH, ayudando a lograr un disefio racional de vacunas contra este virus [38].
3.4. Linfocitos T CD8".

Los linfocitos T CD8" o citotdxicos (CTLs) son esenciales para el control de infecciones
virales. Los CTLs se estimulan por antigenos presentados a su receptor de células T (TCR),
en el contexto de moléculas HLA clase | de una APC. La APC reconoce a un antigeno
enddgeno extrano, como puede ser un péptido viral, lo procesa y lo presenta en forma de
péptidos de 8 a 10 aminodcidos en moléculas HLA clase I. El TCR de los CTLs reconoce
este complejo antigeno-HLA clase | por medio de un mecanismo tipo “llave-cerradura” y
dispara las funciones efectoras de los CTLs Estas funciones pueden dividirse en dos tipos:
produccién de factores solubles (citocinas y quimiocinas) y funcion citotdxica o lisis de la

célula infectada [1].

En el caso de la liberacién de factores solubles, los linfocitos T CD8" pueden secretar IFN-y
que tiene actividad antiviral pues, por una compleja cascada de activacién, provoca que
las células cercanas se vuelvan relativamente resistentes a una infeccidon viral productiva.
Ademas los CTLs también producen y secretan B-quimiocinas (MIP-1a, MIP-13 y RANTES)
gue se unen a la molécula CCR5, bloqueando asi la unién del VIH con su co-receptor,
promoviendo la internalizacion de este co-receptor y disminuyendo la habilidad del VIH

para infectar las células blanco [1, 28].

Por otro lado, se sabe que los CTLs median la muerte de la célula blanco por dos vias
principales: la primera es la via granulo-dependiente, donde son liberadas moléculas
citotoxicas como perforinas (ayudan a la permeabilizacién de la membrana de la célula
infectada) y granzimas (activan cascadas de senalizacion de apoptosis), causando la
muerte de la célula infectada. La segunda via es independiente de granulos citotdxicos y
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en ésta la molécula FasL (ligando de Fas) presente en la membrana de los CTLs encuentra
al receptor Fas (CD95) en la célula infectada. Al unirse a su ligando el receptor es capaz de

inducir la muerte por apoptosis de la célula [1] (Fig. 10).

Los CTLs por tanto, requieren establecer un contacto intimo con la célula blanco para
establecer su accidn citotoxica. Ademas, esta interaccion requiere de dos condiciones para

ser eficiente [1]:

1.- El CTL debe ser viable y estar metabdlicamente activo pues su adherencia con la célula

blanco requiere de energia.

2.- El medio extracelular debe contener cationes Ca®' y Mg2+ pues sus enzimas son

dependientes de estos cationes.

Figura 10. Esquema que representa los efectos de la activacion de un Linfocito T CD8+ (CTL) sobre
una célula infectada. Se observa la via granulo-dependiente y la via independiente de granulos
citotdxicos (via Fas-FasL). Ambas provocando la muerte de la célula infectada [Modificado de 40].

Quizda una de las evidencias mas sdlidas sobre la importancia de la respuesta de CTLs en la
infeccién por VIH proviene de estudios realizados en simios infectados con SIV. Al
depletar, in vivo, los CTLs de macacos rhesus se observé una pérdida del control en la
replicacion del SIV, demostrandose que cuando la duracidn de esta deplecidon es mayor a
28 dias, la viremia primaria nunca es controlada y los macacos mueren con un sindrome
parecido al SIDA. Ademads, la depleciéon transitoria de las CTLs en macacos rhesus

infectados crénicamente con SIV, se asocia con un aumento sustancial de la replicacién
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viral, que regresa a sus niveles basales cuando la poblacién de linfocitos T CD8* reaparece

[5, 35].
3.5. Presion selectiva por HLA.

Como se ha mencionado anteriormente, los CTLs son sumamente importantes para el
control de la viremia, especialmente en las etapas tempranas de la enfermedad. El
proceso por el cual los CTLs reconocen a células infectadas se ha descrito anteriormente,
mencionando la importancia de las moléculas HLA clase |. Aunado a lo anterior, se ha
descrito también que el VIH presenta una gran capacidad de variaciéon, generando
multiples variantes ligeramente distintas entre si, llamadas cuasiespecies virales, que
coexisten en cualquier momento en un individuo infectado. Las respuestas de CTLs, al
controlar parcialmente la viremia, ejercen una fuerte presion selectiva sobre el virus [46].
Dada la gran capacidad de variacidn del VIH, es posible que se seleccionen variantes con
mutaciones dentro de o adyacentes a los fragmentos de las proteinas virales que son
presentados por las moléculas HLA clase | a los CTLs. Estas mutaciones, llamadas de
escape inmune, provocaran que el péptido viral se vuelva incapaz de unirse a la molécula
HLA o que el epitope viral en cuestién ya no sea reconocido por el TCR del CTL; aunque
también puede ser que la mutacién se encuentre en los extremos del epitope y entonces
es el procesamiento de antigeno el que se ve afectado [16]. De esta manera, el virus
puede evadir de manera muy eficiente las respuestas inmunes de CTLs, definidas y

restringidas por los genes HLA clase | [41].

Ahora es bien sabido que el VIH es capaz de adaptarse a la respuesta de CTLs, mediante la
seleccién de mutaciones de escape que evitan el procesamiento, la presentacién y/o el
reconocimiento de epitopes virales presentados por moléculas HLA clase | [16]. De los tres
genes que codifican para moléculas HLA de clase | cldsicas: A, B y C, capaces de presentar
antigeno, se ha observado que el gen B, el mas polimérfico de los tres, es el mas
importante para el control viral [26]. En efecto, respuestas restringidas por moléculas
HLA-B especificas, frecuentemente se asocian a proteccién o riesgo para el avance de la

enfermedad por el virus. Mas aun, las respuestas protectoras generalmente se asocian a
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epitopos presentes en la proteina Gag viral [23, 27]. En este sentido, varios estudios han
mostrado la asociacion de HLA-B*5701 y HLA-B*2705 con un control eficiente de la
infeccidn y un avance lento de la enfermedad, mientras que HLA-B*3502 y HLA-B*3503
consistentemente se asocian a un control deficiente de la replicaciéon y un avance rapido

de la enfermedad [16, 27].

La adaptacién del VIH a las respuestas de CTLs puede también observarse a nivel
poblacional. Estudios previos han demostrado que los genes HLA estan dejando una huella
poblacional caracteristica en la evolucién del virus al seleccionarse mutaciones de escape
inmune que se ven reflejadas en la mayoria de los virus circulantes, de acuerdo a la
frecuencia alélica HLA de la poblacién [5, 6, 7, 8]. Dados el alto polimorfismo de los genes
HLA de clase | y la distribucidn altamente variable de los diferentes alelos de estos genes
en distintas poblaciones del mundo, existe ya evidencia de que la evolucién dirigida por
HLA del VIH es distinta en poblaciones inmunogenéticamente diferentes. Nuestro grupo
de investigacion ha demostrado que las caracteristicas inmunogenéticas Unicas de la
poblacién mexicana han determinado caracteristicas Unicas en la adaptacién del virus en
nuestra poblacion, al seleccionarse mutaciones de escape en los virus circulantes por
alelos HLA que son altamente frecuentes en los mexicanos y que difieren de los

observados en otras poblaciones como las caucasicas [6] (Fig. 11).
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Figura 11. Grafico mostrando los 15 alelos HLA-B mdas comunes en la poblacion mexicana y sus
frecuencias alélicas. Cohorte formada por 785 pacientes provenientes de diferentes estados de la
republica; incluyendo, DF, Estado de Meéxico, Hidalgo, Puebla, Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Baja
California, Sonora, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Sinaloa, Jalisco, Morelos y Veracruz. Las edades van de
los 16 hasta los 60 afios, siendo la media 20 afios. Con valores de 78.6% hombres y 21.4% mujeres.
Con valores medios de CV de 39,500 copias/uL y T CD4+ de 409.33 células/uL [Obtenido del CIENI].
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Aunque las mutaciones de escape a CTLs confieren una ventaja al virus en contra las
defensas naturales del cuerpo, su presencia puede cambiar la estructura y funcion de las
proteinas virales que las presentan, provocando un costo en la capacidad replicativa del
virus. En este sentido, se han demostrado asociaciones discordantes entre la presencia de
respuestas de CTLs dirigidas a diferentes proteinas virales y los niveles de carga viral [27].
Entre los muchos epitopes a lo largo de todo el proteoma viral que pueden ser
presentados a CTLs, son los epitopes presentes en Gag, especialmente p24 por ser una
secuencia muy conservada e inmunogénica, los que tienen un mayor impacto en la
capacidad replicativa viral y por tanto en la disminucién de la viremia [2, 16, 23, 25, 26, 32,

42, 46].

El costo en la capacidad replicativa del virus debido a mutaciones de escape se ha
relacionado a las distintas evoluciones que puede presentar la enfermedad en los
pacientes [27, 30]. Por ejemplo, los alelos B*5701 y B*2705 estan relacionados con una
progresion lenta a SIDA, seleccionando mutaciones de escape en Gag, con altos costos en
la capacidad replicativa viral [23]. En la literatura se han descrito distintas mutaciones con
costo en la capacidad replicativa en la proteina Gag, como: 12 (E=>Q), 34 (I >L) y 371
(Delecién de T), todas en fase aguda; y 58 (R=>G), 218 (V=>Q) y 482 (E->D) en fase crénica

[7].

La permanencia de estas mutantes dependera de la presencia de presidon selectiva y del
costo de las mismas en la capacidad replicativa del virus. La presencia del alelo HLA
selector hara que permanezcan las mutaciones, sin importar si son de alto o bajo costo
viral; por otro lado, la ausencia de este alelo provocarad que las mutantes con alto costo
reviertan y las de bajo costo permanezcan, volviéndose el consenso poblacional con el

avance de la epidemia [3, 29].

Por ultimo, se debe considerar que conforme progresa la enfermedad hacia la fase
cronica, el virus se ird adaptando y equilibrando esta disminucién en la capacidad
replicativa por medio de la seleccidn de las llamadas mutaciones compensatorias [9, 15,

37, 39]. Estas mutaciones restablecen la capacidad replicativa del virus y se pueden

26



localizar dentro o fuera del epitope donde estd la mutacién con costo en capacidad
replicativa; como ejemplos se tiene: 219 (H>Q) y 248 (G—=>A) [7]. La mayoria de los
mecanismos por los cuales actlan estas compensaciones aln no se encuentran bien

definidos [16].
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CAPITULO II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
1. Planteamiento del problema.

Los CTLs reconocen células infectadas por VIH mediante el reconocimiento de péptidos
virales presentados por moléculas HLA de clase |, a través de su TCR. Las células infectadas
reconocidas son destruidas por la accion de perforinas (provocan poros en la membrana) y
granzimas (serin proteasas que inducen la apoptosis), liberadas por los CTLs [1]. Por tanto,
la respuesta de los linfocitos T citotdxicos se encuentra definida y restringida por los HLA
de clase |. Dada su efectividad para el control parcial de la viremia, especialmente en
etapas tempranas de la infeccion, las respuestas de CTLs ejercen una fuerte presion
selectiva que dirige la evolucién del VIH [6]. Como consecuencia de esta presién evolutiva
se seleccionan virus con mutaciones de escape que evitan la union de péptidos virales a
moléculas HLA, que afectan el procesamiento de los epitopos antes de su presentacién o
que disminuyen la afinidad de la unidon TCR-HLA/péptido [2]. La presencia de estas
mutaciones de escape inmune estd muchas veces asociada a un costo en la capacidad
replicativa del virus, lo que conduce a una reversion al transmitirse a un individuo carente
del HLA selector [23]. Sin embargo, existe evidencia de que algunas mutaciones de escape
pueden ser transmitidas y mantenidas en el hospedero, favoreciéndose asi su
acumulacién vy fijacidon en la mayoria de los virus circulantes en una poblacién, al tener
bajos costos en la capacidad replicativa viral o gracias a la aparicion de mutaciones

compensatorias (mutaciones que restablecen la capacidad replicativa) [3, 28].

Diversos factores a nivel poblacional pueden impactar en la permanencia de las
mutaciones de escape en los virus circulantes, lo cual resalta la complejidad de la
adaptacion viral a la respuesta inmune dentro de una poblacién [18]. A pesar de esta
complejidad hay evidencia de que existe una huella de adaptacién del VIH a las respuestas
restringidas por HLA a nivel poblacional que pueden variar segin los contextos
inmunogenéticos poblacionales distintos [7, 23]. La existencia de la evolucion del VIH

mediada por HLA a nivel poblacional se ha demostrado por asociaciones entre la presencia
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de polimorfismos en posiciones determinadas de alguna proteina del virus y la expresion

de alelos HLA especificos [7, 18, 23].

Debido al alto polimorfismo de los genes HLA, la frecuencia de alelos en distintas
poblaciones es diferente, pudiendo impactar de manera distinta en la evolucién del VIH
segun el contexto inmunogenético de la poblacién de que se trate [16]. Por lo anterior, es
probable que ciertas asociaciones HLA-polimorfismo se observen preferentemente en
cierta poblacién, determinando caracteristicas Unicas de la evolucién del VIH en diferentes
grupos humanos. Varios estudios sobre el impacto que tienen las mutaciones
seleccionadas por HLA en el VIH han sido conducidos en diferentes poblaciones alrededor
del mundo, observandose que el patrén de aparicion de estas mutaciones varia segun las
combinaciones especificas de HLA presentes en cada una de las cohortes estudiadas [16,
18]. Por tanto, estudios de la evolucion dependiente de HLA del VIH circulante en
poblacién mexicana son importantes debido a las caracteristicas inmunogenéticas Unicas
gue presenta nuestra poblacion [5]. Estos estudios permitirdn conocer de qué manera
estd evolucionando el VIH en este contexto inmunogenético. Mdas aun, estudios en
poblaciones especificas sobre la adaptacidon del virus a la respuesta inmune podrian
ayudar a identificar y entender los correlatos de protecciéon o de riesgo de avance de la
enfermedad por VIH. El conocimiento de la evolucién mediada por HLA del VIH en México
tiene aplicacion en la investigacidn en vacunas candidatas que pudieran tener efectividad
en el contexto de nuestra poblacidn, y podria ayudar en la optimizacidon de estrategias de

control del virus.

El presente estudio pretende por primera vez describir el impacto de la presidon selectiva
por HLA sobre la variabilidad de la proteina Gag en virus circulantes en poblaciéon
mexicana. A partir de secuencias del gen gag de VIH de una cohorte de pacientes
mexicanos, se evalud la diversidad poblacional del gen, asi como la posibilidad de que esta
diversidad esté asociada a la presién selectiva inmune a nivel poblacional sobre el virus,
en el contexto inmunogenético de la poblacién mexicana. Dada la importancia
previamente descrita de las respuestas de CTLs dirigidas a Gag para el control inmune del
VIH, los resultados de este estudio contribuirdn para apoyar la investigacion sobre
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vacunas en el contexto global, y ayudaran en la identificacion de posibles sitios blanco
para la generacion de inmundgenos que pudieran ser Utiles para controlar el virus en

nuestros pacientes.
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CAPITULO III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

1. Hipdtesis.

Dada la distribucién de frecuencias caracteristica de los alelos HLA en la poblacion
mexicana, se espera que el VIH circulante en México presente caracteristicas adaptativas

Unicas a la presién selectiva inmune impuesta por CTLs.

Se espera que parte de la variabilidad inherente de la proteina Gag del VIH circulante en

México pueda ser explicada por la presencia de presidon selectiva inmune sobre el virus.

Algunas de las mutaciones de escape seleccionadas por alelos HLA frecuentes en México
en el gen gag del virus circulante en el pais podrian tener impacto en la capacidad
replicativa del virus, explicando posibles correlatos de control del virus en el contexto

inmunogenético de los mexicanos.
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2. Objetivos.
2.1. Generales.

Describir la variabilidad del gen gag del VIH circulante en México, evaluando el impacto de
la presidn selectiva inmune sobre esta variabilidad y sobre su capacidad para replicarse,

en el contexto inmunogenético de nuestra poblacion.
2.2. Particulares.

» Obtener las secuencias del gen gag de pacientes mexicanos infectados con VIH-I.

» Determinar las relaciones filogenéticas de los virus presentes en los pacientes con
respecto a virus de referencia, a través del gen gag.

» Evaluar la variabilidad de las diversas proteinas codificadas por el gen gag en el
virus circulante en México.

» Asociar la variabilidad en la secuencia del gen gag de virus circulante en México
con la presencia de presidon selectiva positiva, mediante el uso de razones de
sustituciones sindnimas y no sindnimas.

» Identificar la presencia de mutaciones adaptativas seleccionadas por alelos HLA en
el gen gag de virus circulantes en México.

» Determinar la presencia de mutaciones de escape previamente reportadas como
mutaciones con impacto en la capacidad replicativa viral, en el gen gag de virus
circulante en México.

» Determinar la presencia de posibles nuevas mutaciones en el gen gag con posible
impacto en la capacidad replicativa viral, en el contexto inmunogenético

caracteristico de la poblacién mexicana.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA.
1. SELECCION DE PACIENTES.

La cohorte estudiada consistié en 200 pacientes mexicanos infectados con VIH-I subtipo
B, los cuales eran virgenes a tratamiento antirretroviral y presentaban una progresiéon
tipica de la enfermedad. Las muestras de plasma fueron elegidas al azar del total de
muestras existentes en el banco de Plasmas del Proyecto de Epidemiologia Molecular y
Evolucién del VIH en México del Centro de Investigaciéon en Enfermedades Infecciosas

(CIENI), constatando que se cumplieran los criterios de inclusidn antes mencionados.
2. EXTRACCION DE RNA.

A partir de las muestras de plasma seleccionadas se realizd la extraccion de RNA viral con
el estuche de reactivos QlAamp® Viral RNA Purification Kit (QIAGEN, Valencia, CA).
Brevemente, en esta técnica se utilizd una solucion de lisis de tiocianato de guanidina,
para liberar el RNA viral, permitiendo eliminar las RNasas presentes. Después, la muestra
fue colocada en una columna de silice lo cual posibilité que el RNA viral presente se uniera
a la columna. La columna fue lavada dos veces con distintas soluciones amortiguadoras
para eliminar posibles contaminantes. Finalmente, el RNA viral fue eluido utilizando una

solucién de baja fuerza idnica.
3. AMPLIFICACION DEL GEN gag DE VIRUS LIBRE EN PLASMA.

Para amplificar la muestra de RNA extraido se utilizd una Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) anidada con previa transcripcion inversa. Esta técnica permitié
amplificar un fragmento de gag de aproximadamente 1500 pb. Para ambas rondas de
amplificacién se utilizé un termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Life Technologies,

Carlsbad, CA).

Para la primera ronda de amplificaciéon se utilizaron los primers “forward” 623Fi universal

(5’-AAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAG-3’) y “reverse” 2cRx (5'-
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TAACCCTGCGGGATGTGGTATTCC-3’); asi como, la enzima SuperScript® Ill One-Step RT-PCR
Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Componente Volumen por muestra

Volumen Final 25 pL

Se aplicé el siguiente programa para el termociclador: 1 ciclo de 30 min a 55°Cy 2 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de 15 sa 94°C, 30 s a 55°Cy 2 min a 68°C, finalmente se aplicé 1

ciclo de 5 min a 68°C.

Por otro lado, para la segunda ronda de amplificacién se utilizaron los primers “forward”
G1 (5’-GCAGGACTCGGCTTGCTGAA-3’) y “reverse” G10 (5’-TATCATCTGCTCCTGTATC-3’), asi

como, la enzima Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Componente Volumen por muestra

Volumen Final 25 uL
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Se aplico el siguiente programa para el termociclador: 1 ciclo de 3 min a 94°C, seguido de
35 ciclos ade 30sa94°C,30sa56°Cy 2 min a 72°C, finalmente se aplicd un ciclo de 5 min

a72°C.

4. VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION POR ELECTROFORESIS EN GEL
DE AGAROSA.

Para comprobar que se llevd a cabo una exitosa amplificacidon del fragmento deseado se
realizd una electroforesis en un gel de Agarosa al 1%, utilizando como marcador de peso
molecular a ¢x 174 RF DNA/Hae Ill Fragments (Invitrogen, Carlsbad, CA) y seleccionando
como positivas aquellas bandas que se encontraran aproximadamente en las 1500 pb (Fig.

12).

Figura 12. Ejemplo de un gel de agarosa al 1%. En un rectangulo azul se muestran los marcadores de
peso molecular. En un rectangulo verde se observa una de las muestras que corresponden al
producto de amplificacion del gen gag (aproximadamente1500 pb). En un rectangulo rojo se muestra
el control negativo.

5. PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.

Los productos de amplificacién con un tamano cercano a 1500 pb fueron purificados por
medio del estuche de reactivos QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN, Valencia, CA), el
cual permite que el DNA se una a una columna de silice por un fendémeno de adsorcién en
presencia de una solucién de saturada de sales. Posteriormente se lavd la columna para
eliminar contaminantes y se eluyé el DNA en presencia de una solucidon de baja fuerza

idnica y pH alcalino (solucién de Tris).
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6. CUANTIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION.

Se determind la concentraciéon del producto de PCR purificado por medio de un
espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE) para poder
ajustar la concentracién de DNA en la reaccidén de secuenciacion dentro del rango éptimo
(10 — 40 ng/uL). La pureza del DNA purificado fue evaluada por la relacién entre 4cidos

nucleicos/proteinas (absorbancia 260/280), buscando valores mayores a 1.8.
7. SECUENCIACION

Posteriormente se realizé la placa de secuenciacién utilizando el reactivo Big Dye
Terminator v.3.1 cycle-sequencing (Life Technologies, Carlsbad, CA); 4 primers “reverse”:
GS1 (5’-TTATCTAAAGCTTCCTTGGTGTCT-3’), GAS4 (5’'-GGTTCTCTCATCTGGCCTGG-3’), GAS6
(5’AAAATAGTCTTACAATCTGG-3’), GA2274R (5'-TCTTTATTGTGACGAGGGGTCG-3’); vy 4
primers “forward”: G2 (5’-GCGGCGACTGGTGAGTA-3’'), GAS3 (5'-
CATCAATGAGGAAGCTGCAG-3’), GAS5 (5'-CTCTAAGAGCCGAGCAAGCT-3’), HPR1977 (5'-
GTTAAGTGTTTCAATTGTGG-3’).

Componente Volumen por pozo y por primer

dH20 3.0 uL
Sequencing Buffer 5x 2.0 uL
Big Dye v3.1 1.0 uL
Primers (2 pmol/ pL) 2.0 uL
DNA viral (10-40 ng totales) 2.0 puL

Volumen Final 10 pL

Se utilizé el siguiente programa en el termociclador: 40 ciclos de 10 s a2 96°C,5sa 50°Cy 1

min a 60°C.

A continuacion la placa fue purificada agregando 1ulL de acetato de sodio y 50 plL de
etanol al 100% por pozo, se mezclé con un vortex y se procedid a realizar una

centrifugaciéon a 2000g por 20 minutos. Posteriormente, se eliminé la mayor cantidad de
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etanol mediante la inversion en papel y se centrifugd a 150 g por 1 minuto. Se continud
con otra serie de limpieza, agregando 150 uL de etanol al 70%, mezclando con vortex y
centrifugando a 2000 g por 5 minutos. A continuacion se llevo a cabo la eliminacién del
etanol por una inversién en papel y se centrifugd a 150 g por un minuto; este ultimo paso
fue repetido una vez mds para asegurar la eliminacion total del etanol. Para finalizar, se
resuspendid el precipitado en 15 ulL de formamida, se mezcld con el uso del vortex y se
centrifugo a 150 g por 1 minuto para bajar toda la suspensién que hubiera quedado

adherida a las paredes superiores del pozo.

La secuenciacion se realizé en un secuenciador capilar ABI Prism 3730xI DNA Genetic
Analyzer (Life Technologies, Carlsbad, CA), mediante el método de Sanger. El llamado de
bases y la preparacion de las secuencias para analisis fueron realizados con el software
Sequencing Analysis v5.4 (Life Technologies, Carlsbad, CA). Posteriormente, las 8
secuencias obtenidas para cada paciente fueron ensambladas con el software SeqScape
v2.7 (Life Technologies, Carlsbad, CA), revisandose manualmente los alineamientos vy

obteniéndose la secuencia consenso del gen gag del virus para cada paciente.
8. ANALISIS FILOGENETICO.

A través del software MEGA 5.05 se realizé el alineamiento de las secuencias consenso
obtenidas para el gen gag de los virus de cada uno de los pacientes participantes en el
estudio. El alineamiento fue editado manualmente, y posteriormente se construyd un
arbol filogenético usando como referencias la secuencia consenso HXB2 (usada como
punto de comparacién para la numeracién de los genes del VIH) y un virus de referencia
de subtipo B (Base de datos de VIH de los Alamos). Se utilizé el método Neighbor-Joining,
calculando las distancias evolutivas con el modelo de dos pardmetros de Kimura. La

significancia del arbol fue calculada mediante 1000 réplicas de bootstrap.
9. ANALISIS DE VARIABILIDAD

La variabilidad de las secuencias del gen gag de virus mexicanos se calculé estimando la

entropia de Shannon para cada una de las posiciones del alinemiento, utilizando la
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herramienta de la base de Datos de VIH de los Alamos Ilamada Entropy

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy/entropy.html) en su

versidon Entropy One como estrategia para cuantificar la variabilidad de las secuencias en
el alineamiento completo y Entropy Two para realizar comparaciones de entropia
nucledtido a nucleétido entre dos grupos de secuencias con una estimacién de apoyo
estadistico de 1000 aleatorizaciones con reemplazo, tomando en cuenta la frecuencia (e.g.
una posicion con 50% A y 50% T tiene una mayor entropia de Shannon que una posicién
con 90% Ay 10% T) y el numero de posibilidades (e.g. una posicion con 90% A, 5% Ty 5%
G tiene una mayor entropia de Shannon que una posicién con 90% Ay 10% T). La entropia
de Shannon es una medida simple de incertidumbre en un conjunto de datos. Aplicado a
secuencias, la entropia de Shannon podria considerarse como la habilidad de predecir qué
aminodcido se encontraria en cada posicion de la secuencia, basandose en un muestreo

previo.
10. ANALISIS EVOLUTIVO.

Utilizando el servidor DataMonkey (www.datamonkey.org), el alineamiento obtenido fue
analizado por el método SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting), basado en la
construccion de secuencias ancestrales sitio por sitio hasta obtener la de mayor
congruencia, estimando valores de variacion a cada posicion. De esta manera se
obtuvieron posibles codones bajo presién selectiva por razones de sustituciones no

sindnimas y sustituciones sinénimas.

11. ANALISIS DE PRESION SELECTIVA POR HLA E IMPACTO DE MUTACIONES
SELECCIONADAS POR HLA EN LA CAPACIDAD REPLICATIVA VIRAL.

Se analizé la posibilidad de que las posiciones encontradas como bajo presién selectiva
positiva utilizando los resultados del servidor DataMonkey estuvieran relacionadas con
seleccion por HLA. Para esto se evalud si los sitios bajo presidon selectiva en los virus
mexicanos se encontraban dentro de epitopos de CTLs previamente reportados vy
comprobados, mediante el uso de mapas de epitopos de la Base de Datos de Inmunologia

de Los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/content/index). Ademds, utilizando los datos de

38


http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy/entropy.html

tipificacion HLA de clase | para los genes A, B y C disponibles en la Base de Datos de
Epidemiologia Molecular y Evolucion del VIH en México del CIENI, INER (Valenzuela-Ponce,
et al, datos no publicados), se evalué la posibilidad de que alelos HLA frecuentes en la
cohorte mexicana, pudieran explicar la presencia de seleccién positiva en las secuencias

de gag analizadas.

Haciendo uso de la literatura se identificaron mutaciones reportadas previamente como
mutaciones de escape seleccionadas por HLA, con altos costos en la capacidad replicativa
[7,23]. Las posiciones correspondientes a estas mutaciones de escape fueron identificadas
en el alineamiento de las 200 secuencias de gag de la cohorte mexicana y la variabilidad
en cada una fue evaluada. Para estimar el posible impacto de diferentes variantes en estas
posiciones en la capacidad replicativa, se identificaron los virus en la cohorte para los
cuales existian valores de capacidad replicativa relativa estimados previamente en
ensayos fenotipicos de replicacion viral en los laboratorios del CIENI, INER (Soto-Nava, et
al, datos no publicados) y que forman parte de la Base de Datos de Epidemiologia y
Evolucion del VIH en México del CIENI, INER. En total se utilizaron las secuencias de 58
virus para los cuales existian valores de capacidad replicativa, correlacionando la
presencia de las mutaciones previamente descritas en la literatura con posibles valores

altos o bajos de capacidad replicativa de los virus mexicanos.

Ademads, se buscéd la posibilidad de que variantes observadas en las posiciones
identificadas como bajo presién selectiva positiva por el servidor Data Monkey pudieran
asociarse a valores altos o bajos de capacidad replicativa viral. Para ello se utilizaron las
secuencias de los 58 virus para los cuales habia valores de capacidad replicativa
disponibles dentro de la Base de Datos de Epidemiologia Molecular y Evolucién del VIH en
México del CIENI, INER. La significancia de dichas asociaciones se evalué mediante

pruebas de Fisher con el programa GraphPad Prism 5.04.

Con el fin de hacer un andlisis mas especifico del impacto de la presidn selectiva por HLA
sobre la variabilidad de la secuencia del gen gag del VIH en el contexto inmunogenético

Unico de la poblacién mexicana, se utilizaron datos de asociaciones entre la expresién de
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alelos HLA especificos y la presencia de polimorfismos en el virus, previamente estimados
para la cohorte mexicana usando un modelo evolutivo complejo desarrollado por Carlson
y colaboradores [10]. Este modelo llamado Redes de Dependencia Filogenética (PDN)
estima la existencia de asociaciones HLA-polimorfismo de VIH, corrigiendo para los tres
principales confusores para evaluar la evolucion viral mediada por HLA: la covariacién de
codones de VIH, el desequilibrio de ligamiento de los genes HLA y los efectos confusores
de la filogenia del VIH. Para determinar estas asociaciones, se hace uso de un modelo
grafico que representa las dependencias probabilisticas de atributos blanco (presencia o
ausencia de aminoacidos especificos en cada uno de los codones de una proteina del VIH),
y una serie de atributos predictores (presencia o ausencia de aminodacidos especificos en
todos los codones de la proteina en estudio adicionales al codén blanco y/o la presencia
de todos los posibles alelos HLA), tomando en cuenta a su vez la influencia por la filogenia
de las secuencias. Dentro de este modelo se compara la verosimilitud de un modelo nulo
gue supone que la secuencia blanco no estd bajo la presién del atributo predictor, contra
la de un modelo alternativo que supone que la variable blanco si se encuentra bajo esta
presién. Al final se definen cuatro distribuciones posibles: atraccidn, tener predictor hace
mas probable tener el blanco; repulsién, no tener el predictor hace menos probable tener
el blanco; escape, tener el predictor hace menos probable tener el blanco; reversién, no
tener le predictor hace mas probable tener el blanco. Las correlaciones positivas estan
determinadas por el par atraccidon/repulsién y las correlaciones negativas por el par

escape/reversion [10].

Las asociaciones HLA-polimorfismo de VIH identificadas por el modelo PDN aplicado
previamente a una cohorte de mas de 700 pacientes (Juarez et al, datos no publicados) se
analizaron en el contexto de las 200 secuencias del gen gag del presente estudio, con el
fin de evaluar de manera mas especifica el papel de la seleccién por HLA en la evolucién
del virus a nivel poblacional en México. Mas aun, el impacto de la presidn selectiva por
HLA en los virus mexicanos fue evaluado buscando correlaciones entre la presencia de
diversas variantes en las posiciones en gag asociadas a HLA y la observacién de valores

altos o bajos de capacidad replicativa.
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CAPITULO V. RESULTADOS.
1. Descripcion de la cohorte.

Se obtuvieron 200 muestras de pacientes infectados con VIH-I subtipo B, virgenes al
tratamiento con antirretrovirales y en la etapa crdnica de la infeccidon. Las muestras
provinieron de 12 estados diferentes de la Republica Mexicana: Baja California, Distrito
Federal, Estado de México, Guerrero, Jalisco, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla,
Sinaloa, Sonora y Veracruz (Fig. 13 A). Se calculé también la proporcién de muestras
obtenidas de cada estado, determinandose que el Estado de México, Distrito Federal y
Jalisco son los que proporcionaron un mayor nimero de pacientes con cifras de 19%, 17%
y 15%, respectivamente (Fig. 13 B). En cuanto a las proporciones por género, el 75.5% de
pacientes fueron varones y el 24.5% fueron mujeres. Las edades variaron entre los 17 y los
61 afios de edad con una media de 29 afios. Por otro lado, en cuanto a los valores de carga
viral el intervalo se encontré entre 104 copias/uL y >1,000,000 copias/uL, siendo la media
103,988 copias/uL. Finalmente, los valores de linfocitos T CD4+ variaron de entre 12

células/pL hasta 1,310 células/uL con una media de 403 células/pL (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de la cohorte.

N 200
Edad media (afios,[Intervalo]) 29 [17:61]
Proporcion de hombres (n, [%]) 151 [75.5%)]
Carga Viral Media (copias/uL, [Intervalo]) 103,988 [104:>1,000,000]
Conteo de T CD4+ medio (células/pL, [Intervalo]) 403 [12:1,310]
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Figura 13. A) Distribucién geografica de la cohorte estudiada. 200 pacientes mexicanos infectados con
VIH-I subtipo B, virgenes a tratamiento antirretroviral, procedentes de 12 diferentes estados (en
rojo), con una linea negra se marca la division territorial utilizada para posteriores menciones,
sefialando a los estados del norte y del sur. B) La proporcidn de pacientes por cada estado se muestra
en el grafico circular.
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2. Andlisis filogenético.

Con los datos obtenidos del alineamiento de las secuencias del gen gag de las 200
muestras presentes en el estudio se realizd un arbol filogenético para evaluar las
relaciones de distancia genética y los patrones de agrupamiento entre las secuencias. A
su vez, con fines comparativos se realizé un arbol con secuencias del gen pol obtenidas
para los virus de los mismos pacientes, a partir de la Base de Datos de Epidemiologia
Molecular y Evolucién del VIH en México del CIENI, INER (Garcia-Morales, et al, datos no
publicados) (Fig. 14). Al comparar el arbol obtenido para gag y el obtenido para pol, se
puede observar que las ramas del primero estdn mas alejadas del centro del arbol (tedrico
primer ancestro comun) y las del segundo se encuentran mas cercanas al centro del arbol;
lo cual sugiere una mayor variabilidad y diversificacion del gen gag y una mayor
conservaciéon del gen pol en los virus mexicanos. Para el caso de las secuencias de gag
fueron evidentes algunos agrupamientos caracteristicos, los cuales no se observaron para
el gen pol. Estos agrupamientos tienen en comun que pertenecen preferentemente a
zonas del norte o del sur, respectivamente. Especificamente en el ejemplo mostrado en la
figura 14, el agrupamiento marcado con el circulo rojo incluye secuencias de pacientes
provenientes de estados del sur del pais y que ademas presentan de los conteos de

linfocitos T CD4+ mas bajos.
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Figura 14. Arboles filogenéticos para los genes gag (a) y pol (b) de los virus mexicanos. Se
construyeron arboles filogenéticos por el método de Neighbor Joining con el modelo de dos
parametros de Kimura a partir de alineamientos de 200 secuencias del gen gag y pol del VIH de los
pacientes participantes en el estudio. La confiabilidad de los arboles se evalu6 mediante 1000
repeticiones de bootstrap. Se observa que las ramas del arbol del gen gag son en general mas largas,
demostrando una mayor diversificacion entre las muestras analizadas. Aunado a lo anterior, se
encuentra marcado en circulo rojo un ejemplo de cémo las muestras se organizan en clusters
distintos, los cuales no fueron evidentes en el arbol del gen pol.

Posteriormente, realizando un andlisis especifico en el arbol obtenido para gag, se
diferenciaron las muestras provenientes del norte del pais de aquellas provenientes del
sur (Fig. 15). Interesantemente, se observé que las muestras tienden a agruparse en
clusters que incluyen especificamente muestras del norte o del sur, respectivamente. Esto
concuerda con lo observado en las comparaciones de los arboles correspondientes a gag y
pol, indicando que Unicamente en las secuencias correspondientes a gag, los virus que

presentan similitud tenderan a agruparse.
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Figura 15. Arbol filogenético basado en el gen gag de los 200 virus mexicanos. El drbol se construyé
por el método de Neighbor Joining con el modelo de dos pardametros de Kimura a partir de
alineamientos de 200 secuencias del gen gag del VIH de los pacientes participantes en el estudio. La
confiabilidad de los arboles se evalué mediante 1000 repeticiones de bootstrap. Marcados en azul se
observan virus de pacientes que habitan en el sur de pais y los marcados en anaranjado
corresponden a virus de pacientes del norte del pais.

3. Analisis de variabilidad de las secuencias de VIH de pacientes mexicanos.

Para explorar la variabilidad del gen gag de los virus mexicanos se revisaron los
polimorfismos presentes en las 200 secuencias obtenidas y se realizd6 un grafico que
relaciona cada coddn con la frecuencia de los polimorfismos que presenta con respecto a
la secuencia de referencia HXB2 (Fig. 16). Segun el alineamiento, la zona correspondiente
a pl7 abarca del coddn 1 al coddn 132 de gag, la zona de p24 del codén 133 al coddn 364
y la zona de p2p7p1p6 del coddn 365 al coddén 500.
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Se observo que las zonas correspondientes a p17 y a p2p7plp6 son las que presentaron
mayor variabilidad, teniendo una mayor cantidad de codones con polimorfismos (75% y
87%, respectivamente). Por el contrario la zona central, correspondiente a p24, se mostrd
como la mas conservada con una frecuencia de posiciones polimodrficas de 44%. Ademas,
el 80.5% de los codones que presentaron valores >50% de presencia de polimorfismos se
encuentraron en las zonas de pl7 y p2p7plp6, situdandose asi las posiciones mas

polimdrficas en estas dos regiones del gen.
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Figura 16. Frecuencia de polimorfismos en los distintos codones de gag, en VIH circulante en México. Se muestra la frecuencia de polimorfismo por coddn para
200 virus mexicanos, con respecto a la secuencia de referencia HXB2. El gréfico sefiala el inicio y final de los codones pertenecientes a las distintas proteinas que
se encuentran codificadas en este gen (p17, p24 y p2p7plp6). Se observa que la parte final del gen es la que presenta mayor variabilidad, mientras que la zona

correspondiente a p24 es la mas conservada.
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Para estudiar con mas detalle la variabilidad del gen gag en los virus mexicanos, se calculd
el parametro de entropia de Shannon para cada posicion de aminoacidos en el
alineamiento de 200 secuencias. La entropia de Shannon es una medida de aleatoriedad
asociada a cada posicion de la secuencia [31]. Entre mas polimdrfica sea una posicién, la
entropia asociada sera mayor. En el grafico obtenido para el alineamiento de las 200
secuencias trabajadas, se observd que la zona correspondiente a p24 fue la que presentd
la menor cantidad de zonas con alta entropia y por el contrario las zonas de pl7 y
p2p7plp6 presentaron mas zonas con alta entropia. De esta manera se corroboran las
observaciones obtenidas por el analisis de polimorfismos, teniéndose a p24 como la zona

mas conservada.

Figura 17. Analisis de entropia de Shannon en el gen gag de VIH circulante en México. Se calculd la
entropia de Shannon para un alineamiento de 200 secuencias del gen gag de virus ciruculantes en
México mediante las herramientas de la Base de Datos de VIH de Los Alamos. Las proteinas Gag se
encuentran divididas con lineas rojas las zonas correspondientes a p17, p24 y p2p7plp6, de izquierda
a derecha.

Con el objeto de explorar la variabilidad temporal de las secuencias, se realizé una
comparacion de la entropia de Shannon de cada posicion del gen gag de virus de
pacientes mexicanos con infeccidon temprana y tardia, clasificando a las secuencias en dos

grupos. El primero corresponde a todas las muestras que tuvieron un conteo de T CD4+
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mayor a 500 células/uL (muestras en fase temprana de la enfermedad) y el segundo
corresponde a las muestras que tuvieron un conteo de T CD4+ menos a 200 células/uL
(muestras en la fase crénica de la enfermedad). Se esperaba que las secuencias de virus
de pacientes con infeccién tardia presentaran mads entropia debido a la diversificacién de

los virus a lo largo de la infeccidn.

Como era esperado, se observd una mayor cantidad de sitios con mayor entropia en las
secuencias de pacientes con infeccidn tardia que en secuencias de pacientes con infeccion
temprana (34 vs 19). Sin embargo, también se observaron posiciones con mayor entropia
en el grupo de secuencias de virus de pacientes en etapas tempranas. Estos sitios podrian
reflejar la reversion temprana de mutaciones de escape seleccionadas en hospederos

previos o, alternativamente, la aparicion de mutaciones adaptativas tempranas.

Figura 18. Comparaciéon de entropia de Shannon para virus de pacientes en etapas tempranas y
tardias de la infeccidn en México. Utilizando las herramientas de la Base de Datos de VIH de Los
Alamos, se comparé la entropia de las secuencias de virus de pacientes con un conteo de T CD4+
>500 células/pL (infeccion temprana) y de las secuencias de virus de pacientes con un conteo <200
células/uL. (infeccion tardia) Las barras hacia arriba muestran mds entropia en virus de etapas
tempranas y las barras hacia abajo muestran mas entropia en virus de etapas tardias. Las barras en
rojo muestran diferencias estadisticamente significativas y las negras las zonas correspondientes a
cada una de las proteinas codificadas por gag.
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4. Determinacion de sitios bajo presion selectiva por razén de sustituciones sinénimas y

no sindnimas.

El paso siguiente fue determinar si la variabilidad observada en gag podria estar
relacionada con presidn selectiva positiva. Para tal fin se utilizé el servidor DataMonkey
[www.datamonkey.org], con el fin de estimar las razones de sustituciones sinénimas y no
sinénimas (dN/dS) en las 200 secuencias de gag de los virus mexicanos. De esta manera,
se pudieron determinar zonas bajo posible presidn selectiva positiva (tendencia a cambio
con respecto al consenso), donde la razén de sustituciones no sindénimas fue
significativamente mayor que la de sustituciones sindnimas (dN>dS) y zonas bajo posible
seleccion negativa (tendencia a conservacién con respecto al consenso), donde la razén de
sustituciones no sindnimas fue significativamente mayor a la de sustituciones sindnimas
(dS>dN). En total se obtuvieron 301 sitios seleccionados negativamente y 40 sitios

seleccionados positivamente, con un nivel de significancia de p<0.05 (Tabla 3 y 4).

Tabla 3. Sitios bajo presidn selectiva negativa por razones de sustitucion dN/dS en el gen

gag de VIH circulante en México.

Codon dN-dS Codon dN-dS Codén dN-dS

Valor p Valor p Valor p

Alineado  Normalizada

333 -1.74 4.12E-11

Alineado  Normalizada Alineado  Normalizada

6 -1.95 1.42E-12

181 -0.33 0.00413001

10 -0.82 0.000167432 335 -2.54 5.11E-15

185 -0.20 0.037037

338 -2.37 1.33E-15

13 -0.77 3.04E-05

188 -0.88 1.35E-06

17 -3.63 1.11E-16 340 -0.86 2.99E-06

192 -0.39 0.0013754

21 -1.26 6.40E-08 342 -2.59 3.21E-13

195 -0.67 0.00108917
24 225 4 44E-16 344 -1.72 8.87E-13

197 -0.62 0.0018622

29 -1.18 1.21E-07 347 -0.33 0.00413009

200 2.712 -6.66E-16
32 -1.14 3.39E-08 349 -1.51 3.14E-11

202 -0.46 0.000457247

39 -0.98 1.08E-07 352 -1.05 2.84E-08

205 -1.40 1.07E-09

41 -0.76 2.94E-05 355 -1.14 2.16E-08
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43 -0.80 4.00E-05

45 -0.88 2.22E-06

47 -3.70 2.22E-16

50 -1.08 2.53E-07

56 -0.79 2.11E-06

59 -0.97 0.0011126

63 -1.82 2.60E-07

65 -1.98 7.51E-08

68 -0.55 0.0016894

71 -0.66 2.57E-05

74 -0.76 0.000444531

78 -1.19 5.87E-06

80 -0.86 3.11E-06

86 -0.75 3.77E-05

88 -3.71 -1.78E-15

96 -1.29 4.90E-09

98 -1.77 247E-10

100 -1.39 1.48E-10

102 -3.60 2.02E-12

105 -0.66 0.000322273

107 -2.00 3.31E-13

109 0.72 0.00140476

116 -1.10 2.52E-05

123 -2.38 0.0388631

208 -2.28 2.29E-14

212 -0.63 0.000204936

214 -1.37 9.04E-06

216 -1.57 1.16E-11

218 -0.62 0.00394483

220 -0.33 0.00411523

225 -0.90 6.70E-07

2217 -1.40 1.07E-09

229 -1.40 0.0005047

233 -0.39 0.00137544

237 0.79 2.13E-06

240 -0.82 2.18E-06

242 -0.26 0.0123457

245 -0.46 0.0110162

248 -0.33 0.0041685

251 -0.69 4.72E-05

254 -0.52 0.000175492

256 -1.29 1.96E-08

262 -0.33 0.00412018

269 -0.85 6.27E-07

272 -2.68 -1.11E-15

274 -0.44 0.00127807

280 -1.38 2.14E-10

282 -0.83 2.15E-05

360 -0.33 0.00413001

362 -0.56 0.000540245

364 1.7 6.16E-13

366 -1.05 4.19E-08

368 -0.81 0.0284077

370 -1.91 1.48E-13

373 -1.57 1.89E-07

375 -2.03 1.44E-15

377 -0.52 0.000152416

393 -5.89 0.0309903

396 -0.97 2.69E-06

399 -0.75 0.00274356

405 -2.49 1.33E-07

409 -1.95 1.97E-12

411 -1.08 1.25E-07

413 -1.44 3.19E-11

416 -1.80 3.68E-13

419 -1.48 2.07E-10

422 -0.86 5.49E-06

425 -0.66 1.79E-05

427 -1.01 0.000121562

430 -1.39 7.69E-09

436 0.72 0.00101636

438 -1.94 3.89E-13
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286 -2.55 -1.78E-15
137 -1.04 0.0357648

440 -6.63 0.00810105
289 -5.24 -4.44E-16

143 -0.53 0.0261241 442 -1.76 1.37E-08

292 -0.70 0.000347177
145 -1.61 1.66E-06

446 -2.62 1.60E-11
294 -1.55 2.58E-10

147 -1.70 4.02E-08 454 -3.73 -2.22E-16

296 -1.75 3.82E-08
149 -2.60 1.94E-06

461 -0.75 0.0110015
299 -1.31 5.62E-10

151 -1.09 4.86E-08 464 -1.72 8.43E-13

302 -0.88 1.35E-06
153 -4.57 0.00312288

466 -4.37 3.44E-15
304 -0.65 7.37E-05

155 -0.32 0.00840554 468 -1.07 0.0010578

306 -3.35 -2.22E-16
160 -0.85 6.69E-07

47 -1.72 2.04E-12
309 -2.92 -4 44E-16

162 -0.33 0.00428246 481 -0.72 5.80E-06

3N -0.33 0.00856732
164 -0.53 0.000425555

499 -1.57 0.000169492
314 -0.53 0.0242349

168 -0.35 0.00459328 504 -0.76 0.00977147

316 -0.60 7.37E-05
17 -0.80 6.08E-06

511 -0.79 0.00152952
318 0.73 1.16E-05

173 -0.90 9.43E-06 531 -2.59 1.06E-07

320 -1.05 1.53E-05
175 -3.71 -6.66E-16

546 -1.55 7.12E-07
324 -0.91 2.09E-07

177 -0.46 0.000457969 549 -2.65 1.10E-11

331 -0.59 5.08E-05
179 -1.25 2.57E-07

Tabla 4. Sitios bajo presion selectiva positiva por razones de sustitucion dN/dS en el gen

gag de virus circulante en México.

ity d\-as Valor p it dh-ds Valor p Cuitn d\-as Valor p
Alineado  Normalizada Alineado  Normalizada Alineado  Normalizada
0.76 0.000406802 1.15 0.00184324 112 9.04E-05
5.37E-07 113 0.0248523 0.8 0.000141911
1.19 0.000393183 297 0.78 0.0270342 508 0.79 0.0049563
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82 0.85 0.00172049 351 0.78 0.00500474 512 1.32 0.00115465

84 1.91 4.38E-06 384 2.37 1.74E-06 532 1.81 2.44E-05
94 0.84 0.00372483 390 1.78 0.000231882 537 0.26 0.0379875
95 0.78 0.0235837 391 1.1 0.0132477 539 1.61 5.21E-07
115 0.49 0.0380871 406 3.60 9.79E-15 544 0.63 0.00538148
127 0.89 0.000112033 420 1.64 6.87E-08 547 1.31 5.87E-07
184 2.18 4.69E-11 445 1.25 0.000179859

230 0.95 0.00809466 459 1.65 7.79E-07

Se observd que hay mas posiciones que tienden a conservar el aminoacido presente en la
secuencia consenso que aquéllas que tienden a cambiar. Esto es esperado, dada la
importancia funcional de Gag, pues cambios discretos en estas proteinas pueden tener
consecuencias graves en la viabilidad del virus al impedir el correcto ensamblaje de la

matriz, capside y nucleocapside virales.

A continuacién, se procedié a determinar qué proteina tenia mayor impacto de presién
selectiva en Gag. Por tanto, en el grafico obtenido del servidor DataMonkey se marcaron
los codones pertenecientes a las diferentes proteinas codificadas por gag (Fig. 19). Al
analizar el grafico se observé que el 52.8% del total de las posiciones bajo presion
selectiva negativa se encontraron en p24, mientras que un 77.5% del total de las
posiciones bajo presidn selectiva positiva se encontraron en pl17 y p2p7p1p6. Al tomar en
cuenta el total de codones correspondientes a cada proteina se tiene que p24 presenté un
3.9% de las posiciones bajo presion selectiva positiva y un 68.2% de las posiciones bajo
presidn selectiva negativa, mientras que p17 y p2p7plp6 presentaron un 9% y 13.9% de
las posiciones bajo presion selectiva positiva y un 51.5% y 54% de las posiciones bajo
presién selectiva negativa, respectivamente. Asi, las proteinas se ordenaron de la
siguiente manera por frecuencia de posiciones bajo presidn selectiva positiva:
p2p7plp6>pl7>p24 y por frecuencia de posiciones bajo presion selectiva negativa:
p24>p2p7plp6>pl7. Debido a esta mayor presencia de seleccidn positiva en la zona de
pl7 y p2p7plp6, esta grafica refuerza la idea proporcionada por el grafico de
polimorfismos de que existe una mayor tendencia a variaciones en la zona inicial y final de
gag (pl7 y p2p7plp6, respectivamente); mientras que existe una mayor tendencia a la

conservacion en la zona correspondiente a p24.
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Figura 19. Distribucidn de posiciones bajo presion selectiva positiva y negativa en el alineamiento del
gen gag para las 200 secuencias mexicanas. Los valores positivos indican que dN>dS por lo que las
posiciones tienden a variar, definiéndose como bajo presidn selectiva positiva. Los valores negativos
indican que dS>dN, por lo que las posiciones tienden a conservarse, definiéndose como bajo presién
selectiva negativa. Los valores dN-dS se obtuvieron mediante la herramienta de analisis evolutivo en
linea DataMonkey.

5. Andlisis de presion selectiva por HLA.

Las 40 posiciones con seleccion positiva encontradas por medio del servidor DataMonkey
son posibles zonas que podrian asociarse con presion selectiva por HLA, pues su
variabilidad podria coincidir con la presencia de mutaciones de escape seleccionadas por
la respuesta inmune de CTLs. Para determinar si alguna de estas posiciones podia
relacionarse con alelos HLA selectores y por tanto ser zonas bajo la influencia de presién
inmune por CTLs, se hizo uso de los mapas de epitopos presentes en la base de datos de
los Alamos [http://www.hiv.lanl.gov/content/index] (Fig. 20, 21, 22 y 23). Se muestran los
distintos codones correspondientes a cada una de las proteinas codificadas en gag, los
codones bajo seleccion positiva determinada por DataMonkey y los alelos que podrian

estar seleccionando las mutaciones.
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Figura 20. Mapas de epitopos para pl7 y posiciones bajo presidn selectiva positiva. Se muestran los
distintos codones de gag correspondientes a la zona que codifica para p17. Con las flechas de colores
se muestran las diferentes posiciones identificadas como bajo presidon selectiva positiva por la
herramienta en linea DataMonkey y en lineas del color correspondiente los alelos que podrian estar
relacionados con la seleccién de esa mutacion de acuerdo a la posicion de epitopos restringidos por
los mismos. Los mapas de epitopos muestran exclusivamente epitopos confirmados
experimentalmente, incluidos en la Base de Datos de Inmunologia de VIH de Los Alamos [31].
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Figura 21. Mapas de epitopos para p24 y posiciones bajo presidn selectiva positiva. Se muestran los
distintos codones de gag correspondientes a la zona que codifica para los primeros 100 aminoacidos
de p24. Con las flechas de colores se muestran las diferentes posiciones identificadas como bajo
presidon selectiva positiva por la herramienta en linea DataMonkey y en lineas del color
correspondiente los alelos que podrian estar relacionados con la seleccién de esa mutaciéon de
acuerdo a la posicién de epitopos restringidos por los mismos. Los mapas de epitopos muestran
exclusivamente epitopos confirmados experimentalmente, incluidos en la Base de Datos de
Inmunologia de VIH de Los Alamos [31].

56



Figura 22. Mapas de epitopos para p24 y posiciones bajo presidn selectiva positiva. Se muestran los
distintos codones de gag correspondientes a la zona que codifica para los aminoacidos 101 al 231 de
p24. Con las flechas de colores se muestran las diferentes posiciones identificadas como bajo presion
selectiva positiva por la herramienta en linea DataMonkey y en lineas del color correspondiente los
alelos que podrian estar relacionados con la seleccién de esa mutacion de acuerdo a la posicion de
epitopos restringidos por los mismos. Los mapas de epitopos muestran exclusivamente epitopos
confirmados experimentalmente, incluidos en la Base de Datos de Inmunologia de VIH de Los Alamos
[31].
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Figura 23. Mapas de epitopos para pl5 y posiciones bajo presidn selectiva positiva. Se muestran los
distintos codones de gag correspondientes a la zona que codifica p2p7p1p6. Con las flechas de
colores se muestran las diferentes posiciones identificadas como bajo presidn selectiva positiva por la
herramienta en linea DataMonkey y en lineas del color correspondiente los alelos que podrian estar
relacionados con la seleccién de esa mutacion de acuerdo a la posicion de epitopos restringidos por
los mismos. Los mapas de epitopos muestran exclusivamente epitopos confirmados
experimentalmente, incluidos en la Base de Datos de Inmunologia de VIH de Los Alamos [31].
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En conjunto, estos analisis muestran que practicamente todas las posiciones encontradas
como bajo presidn selectiva positiva por razén de dN/dS podrian estar directamente
relacionadas con alelos HLA selectores. En particular se pueden mencionar algunos alelos
HLA altamente frecuentes en la poblacidn mexicana los cuales podrian estar relacionados
con seleccién de mutaciones de escape en algunas de las posiciones en especifico. Tal es
el caso del alelo B¥*4002 que esta relacionada con las posiciones 7 y 12 de p17, y las
posiciones 10, 11, 12 y 64 de p2p7plp6. También estd el caso de A*0201 relacionado con
las posiciones 82 y 84 de pl17, las posiciones 41 y 116 de p24, y la posicion 78 de
p2p7plp6. Otro alelo frecuente es B*3501 que se encuentra relacionado con las
posiciones 122 de p17, y las posiciones 87, 91 y 120 en p24. Finalmente, se encontraron
también a los alelos B*1501 y A*3101 relacionados con las posiciones 148 de p24 y 40 de

p2p7plp7, respectivamente.

Para continuar, se compararon las posiciones encontradas como bajo presidn selectiva
positiva por el servidor DataMonkey con posiciones reportadas previamente en la
literatura como posiciones bajo presidon selectiva inmune asociada a HLA tipo | en una
cohorte de mas de 1500 pacientes principalmente caucdsicos de Estados Unidos, Canaday
Australia (Tabla 6) [7,47]. Se encontraron 12 posiciones (12, 122, 219, 223, 248, 280, 286,
374, 389, 403, 427 y 498) reportadas en la literatura que también fueron identificadas en
el andlisis por sustituciones dN/dS realizado por el servidor DataMonkey. Estas posiciones
podrian representar sitios compartidos de variacidén debida a presidon selectiva por HLA en
el VIH circulante en Norteamérica tanto en poblaciéon caucasica como en poblacion
mestiza mexicana. El resto de las posiciones identificadas como bajo presidn selectiva en
la cohorte mexicana, podria representar sitios de evolucién caracteristica del virus en

México, no identificados en la cohorte caucasica.

Para identificar de una manera mas especifica y representativa de la poblacién mexicana
en estudio codones bajo presidn selectiva por alelos HLA, se utilizaron datos previamente
obtenidos de la aplicacion del modelo de Redes de dependencia filogenética (PDN) [10] a
una cohorte de pacientes mexicanos infectados por VIH. EI modelo PDN identifica
asociaciones HLA-polimorfismo de VIH, corrigiendo para los principales confusores de este
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tipo de analisis evolutivo: efectos filogenéticos del virus, desequilibrio de ligamiento de los

alelos HLA y coevolucion de codones de VIH. Aplicando previamente el modelo PDN a una

base de datos de 500 pacientes mexicanos con secuencias de gag de VIH y tipificacion HLA

de la base de datos de Epidemiologia y Evolucion del VIH en México del CIENI, INER, se

obtuvieron como resultado 61 asociaciones HLA-polimorfismo de VIH presentes en 36

codones distintos de gag (Tabla 5).

Tabla 5. Asociaciones HLA-polimorfismo de VIH en el gen gag en una cohorte de 500

pacientes mexicanos, segun el modelo de PDN*.

18
18
26
26
28
28
28
28
28
30
35
54
69
81
81
81
104
116
120
127
128
130
130
146
147
147

C*03:04
C*03:04
B*15:01
B*15:01
A*03
A*03:01
A*03:01
A*30:01
B*13:02
A*33:03
B*48:01
B*15
c*o7
B*15:03
Cc*14
C*14
B*49:01
B*08:01
Cc*08
A*11:01
C*16:01
A*11
A*11
c*o7
B*13
B*13
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6.60E-05
8.93E-05
8.22E-15
2.35E-09
4.44E-05
4.08E-15
2.90E-09
0.00016127
3.15E-05
0.00012438
6.90E-05
0.00011154
8.08E-05
0.00010327
2.20E-08
1.16E-06
4.86E-05
1.20E-05
4.92E-05
1.32E-05
3.69E-05
5.84E-06
7.09E-06
0.00010101
4.23E-06
8.72E-06

0.12086234
0.13550503
2.56E-10
2.93E-05
0.1022498
2.54E-10
3.01E-05
0.19717921
0.08486136
0.16129404
0.12122472
0.15119477
0.12567122
0.14608691
0.00019538
0.00515521
0.09277452
0.0300012
0.09277452
0.03153906
0.07926894
0.01816107
0.02053571
0.14608691
0.01464078
0.0235552
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168
168
203
203
215
218
242
242
242
242
248
264
264
280
280
280
286
286
302
302
335
335
357
357
372
374
378
385
390
397
397
398
398
403
403

*Asociaciones obtenidas por el modelo de redes de dependencia filogenéticas de Carlson vy

colaboradores [10].
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7.81E-05
4.90E-05
7.41E-11
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2.80E-06
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2.01E-05
6.69E-05
8.95E-05
9.79E-05
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0.01789656
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0.11088017
0.11088017
0.12567122
0.09277452
1.54E-06
3.40E-06
0.01024889
0.02053571
0.04470171
0.13418993
0.15925689
0.14511817
0.00044101
0.0021284
0.12122472
0.19717921
0.15119477
0.15119477
0.08486136
0.08486136
0.00560883
0.0235552
0.12564881
0.03170569
0.18220908
0.12567122
0.18036866
0.00278724
0.0033801
0.0033774
0.13478697
0.005149
0.00921593

Al hacer la comparacion entre los 36 codones de VIH asociados a presidn selectiva por HLA

por el modelo de PDN en la cohorte mexicana y asociaciones reportadas previamente en
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la literatura en pacientes caucasicos, se encontraron 21 codones que coincidian en las dos
cohortes: 26, 28, 30, 81, 104, 127, 146, 147, 218, 242, 248, 264, 280, 286, 302, 357, 372,
374, 397, 398 y 403 [47]. Por tanto, 15 posiciones en gag mostraron asociacién con HLA
en la cohorte mexicana que no han sido reportadas con anterioridad en otras cohortes,

mostrando caracteristicas particulares de la evolucién asociada a HLA del VIH en México.

A continuacion, al comparar los codones obtenidos por el modelo PDN con los datos
obtenidos del servidor DataMonkey, se observé que 6 de ellos coincidian con posiciones
identificadas como bajo presidn selectiva negativa; es decir, tienden a conservar el
aminodcido presente en la secuencia consenso, y fueron los codones: 116, 248, 280, 286,
374 y 403. Interesantemente, 50% (3/6) de estos codones se encontraron dentro de la
proteina p24. De los codones restantes, 2 coincidieron con posiciones bajo selecciéon
positiva determinada individualmente por ambos métodos, y fueron los codones: 54 y 69.

Interesantemente, ninguno de estas posiciones se encontrd dentro de la proteina p24.

Finalmente, utilizando el modelo de PDN se encontraron 12 codones asociados a HLA que
no han sido reportados previamente en la literatura y que no fueron detectados por el
servidor DataMonkey, y son los codones: 18, 35, 120, 128, 130, 168, 203, 215, 335, 378,
385 y 390. En conjunto, a partir de todos los analisis de seleccidn positiva y asociacion con
HLA realizados, se observaron 14 codones que no han sido reportados previamente en la
literatura que tienden a cambiar el aminodacido presente en la secuencia consenso, que se
encuentran bajo presion selectiva mediada por HLA y que podrian pertenecer

especificamente a la poblacidn mexicana (Tabla 6).
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Tabla 6. Resumen de resultados de asociaciones HLA-polimorfismo de VIH por diferentes

analisis.
ANALISIS ANALISIS
p:::i::::::e Posiciones bajo Posiciones Posiciones Posiciones bajo Posiciones
, presion selectiva asociadas a ., previamente presion selectiva asociadas a
Codon reportadas Codon
asociadas con por razor;es HLA por , teportadas ) por razor;es HLA por ,
HLA? dN/dS modelo PDN asociadas con HLA dN/dS modelo PDN
7 * 248 * * *
12 o o 252 *
18 * 260 *
26 . o 264 . .
28 * * 280 * * *
30 * * 286 * * *
34 * 302 * b
35 * 310 *
53 * 335 *
54 * * 340 *
55 * 342 *
58 * 357 * *
62 * 371 *
67 * 372 * *
69 * * 373 *
71 * 374 * * *
75 * 375 *
76 * 378 *
81 * * 383 *
82 * 385 *
84 * 389 o .
94 * 390 *
95 * 397 * *
104 * * 398 * *
115 * 403 * - ko
116 . o 427 o -
120 * 441 *
122 o o 451 *
127 o * 453 *
128 * 456 *
130 * 466 *
146 * * 469 *
147 u . 470 *
148 * 473 *
168 * 479 *
176 * 482 *
203 * 483 *
215 * 484 *
218 - . 488 *
219 * * 490 *
223 * * 495 *
228 * 498 * *
242 - e

* Se encontrd relacidn con alelos HLA-I.

1. Posiciones reportadas previamente en la literatura [7, 23, 25, 26, 46].

2. Analisis realizado por medio del servidor DataMonkey [www.datamonkey.org].
3. Analisis desarrollado por Carlson y colaboradores [10].

En amarillo codones con polimorfismos asociados a HLA-I que coinciden en la literatura y en el andlisis de DataMonkey y que tienden a
cambiar el aminodcido de la secuencia consenso. En rosa codones con polimorfismos asociados a HLA-I que coinciden en la literatura y el
analisis por PDN y que tienden a cambiar el aminoacido de la secuencia consenso. En azul codones con polimorfismos asociados a HLA-I
que coinciden en el andlisis de DataMonkey y el analisis por PDN y que tienden a cambiar el aminoacido de la secuencia consenso. En
verde codones con polimorfismos asociados a HLA-I que tienden a conservar el aminodcido presente en el consenso y que coinciden en
el andlisis de DataMonkey y el andlisis por PDN. En anaranjado codones con polimorfismos asociados a HLA-I que tienden a conservar el

aminoacido presente en el consenso y que coinciden en el analisis de DataMonkey, el andlisis por PDN y la literatura.
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Aunque los analisis de colocalizacion de posiciones bajo presion selectiva positiva por
razon dN/dS con epitopos de CTLs previamente comprobados mostraron que
practicamente todas las posiciones podian estar asociadas a seleccion por HLA, muchos de
los alelos HLA reportados en la Base de Datos de Inmunologia de VIH de Los Alamos no
son comunes en la poblacidn mexicana y por tanto las mutaciones no serian especificas
del contexto inmunogenético de esta poblacion. Para explorar la influencia caracteristica
del contexto inmunogenético mexicano en la evoluciéon del VIH se estudid la frecuencia de
los alelos HLA asociados a los 14 codones, no reportados previamente y bajo presion
selectiva positiva por HLA en la cohorte mexicana, de acuerdo a los resultados del modelo
de PDN. Los alelos HLA asociados a estos codones fueron comparados con los 10 alelos
HLA-A, los 10 HLA-B y los 10 HLA-C mas comunes en la poblacién mexicana. Los datos de
frecuencias HLA, previamente obtenidos en el laboratorio, fueron obtenidos de la Base de
Datos de Epidemiologia Molecular y Evolucion del VIH del CIENI. Interesantemente, 7 de
los codones bajo presidn selectiva positiva (18, 69, 120, 130, 215, 378 y 385) estuvieron
relacionados con alelos HLA que se encuentran entre los HLA- A, B o C mas comunes de la
poblacion mexicana ( A*11, B*51:01, C*07, C*08 y C*03:04) y podrian representar
asociaciones HLA-polimorfismo de VIH no detectadas en la cohorte mexicana por el

modelo de PDN.
6. Impacto de la presidon selectiva mediada por HLA en la capacidad replicativa del VIH.

Para explorar el impacto de mutaciones seleccionadas por HLA en la funcionalidad de las
proteinas del gen gag, se buscaron en la literatura posiciones previamente asociadas con
costos en la capacidad replicativa viral. Se encontraron en total 31 mutaciones en gag
relacionadas con alelos HLA y que tienen relevancia en la capacidad replicativa [7, 16, 26]
las cuales estan distribuidas de la siguiente manera: 12 mutaciones con disminucidén en la
capacidad replicativa viral en fase aguda de infeccion, 15 mutaciones con disminucién en
la capacidad replicativa en fase crénica de infeccién y 4 mutaciones reportadas como
compensatorias y que por tanto, restablecen la capacidad replicativa. Estas posiciones
relacionadas con la capacidad replicativa fueron identificadas en cada una de las muestras
de la cohorte analizada. Los resultados se compilaron en la Tabla 7 y la Figura 24.
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Se observd que los cambios 53T, 75L y 218V, asociados a disminucion de capacidad
replicativa viral en fase aguda, estuvieron presentes en un 96.5%, 89.5% y 84.9% de los
virus, respectivamente (Fig. 24). Asi, estas mutaciones se han acumulado en la poblacién
viral hasta volverse el consenso poblacional. Los costos en capacidad replicativa asociados
a estas mutaciones podrian estar compensados con la aparicion de mutaciones
compensatorias en los virus que las poseen. Adicionalmente, se observd que la totalidad
de mutaciones compensatorias encontradas se localizaron en la zona correspondiente a

p24.

Figura 24. Frecuencia de mutaciones con costo en capacidad replicativa en una cohorte de 200
pacientes mexicanos. En azul se muestran las mutaciones en fase aguda, en amarillo las mutaciones
de fase crénica y en anaranjado las mutaciones compensatorias. Ademas se sefializan las ubicaciones
de las diferentes proteinas codificadas en este gen.

Por otro lado, 5 mutaciones asociadas a costos en capacidad replicativa reportadas en
literatura: R58G, 71V, S342X, F383T y Y484X, no se encontraron en ninguna de las
secuencias analizadas. Esto es interesante y podria representar caracteristicas Unicas de
adaptacion en el VIH circulante en México, muy probablemente debido a que el alelo HLA
selector para estas mutaciones no se encuentra presente en los pacientes analizados. El

resto de las mutaciones se presentaron en diferentes frecuencias en los virus mexicanos.
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La mayor cantidad de codones con mutaciones que afectan la capacidad replicativa, asi
como los cambios con impacto en la capacidad replicativa con mayor frecuencia en la
poblacién mexicana se encontraron en pl7; sin embargo, se observd que la totalidad de
las mutaciones compensatorias se encontraban localizadas en p24. Este resultado es
l6gico dado que p24 es una de las zonas mas conservadas del genoma del virus y
frecuentemente cambios en esta zona provocarian una disminucion considerable de la
capacidad replicativa, por lo cual es necesario contrarrestar este efecto mediante las

mutaciones compensatorias en esa zona en especifico.

Para evaluar mas especificamente el impacto de variantes observadas en la poblacién
mexicana en la capacidad replicativa, se seleccionaron virus para los cuales se tenian
mediciones experimentales de capacidad replicativa. Los datos de medicion de capacidad
replicativa se obtuvieron previamente en los laboratorios del CIENI. Se obtuvieron los
valores de capacidad replicativa para 58 de los 200 virus incluidos en el estudio. De estas
secuencias se obtuvo un arbol filogenético y se identificé en distintos colores los virus
correspondientes a valores de alta capacidad replicativa y de baja capacidad replicativa
(Fig. 25). Se observd que las secuencias tienden a formar grupos correspondientes a
secuencias que tienen valores de alta o baja capacidad replicativa, respectivamente. Este
es un primer acercamiento que muestra la similitud entre las secuencias analizadas y por
consiguiente, podria estar mostrando la similitud entre posibles mutaciones debidas a
presidon selectiva por HLA que estén provocando un aumento o una disminucién en la

capacidad replicativa de los virus.
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Figura 25. Arbol filogenético de las 58 muestras con valores asignados de capacidad replicativa. En
verde se muestran las secuencias correspondientes a altos valores de capacidad replicativa y en rojo
las correspondientes a bajos valores de capacidad replicativa. Se observa la formacién de grupos
especificos segun la clasificacidon por alta o baja capacidad replicativa.

Posteriormente, los virus fueron ordenados en orden creciente de capacidad replicativa,
marcando a su vez las mutaciones con costo en capacidad replicativa antes mencionadas
(Tabla 8). Se observé que la cantidad de mutaciones con costo en capacidad replicativa
presentes en las 29 muestras con capacidad replicativa baja fue similar a la cantidad
presente en las 29 muestras con capacidad replicativa mas alta. En cuanto al tiempo de
aparicion de las mutaciones con costo en capacidad replicativa se observaron las razones:
3.45 mutaciones de etapa aguda/virus y 1.34 mutaciones de etapa crénica/virus, en virus
de menor capacidad replicativa; y 3.52 mutaciones de etapa aguda/virus y 1.72
mutaciones de etapa crdnica/virus, en virus de mayor capacidad replicativa. Por el
contrario, las mutaciones compensatorias se observaron en frecuencia mayor en los virus
con mayor capacidad replicativa, con las razones: 0.69 mutaciones compensatorias/virus,
en virus de menor capacidad replicativa; y 1.24 mutaciones compensatorias/virus, en los
de mayor capacidad replicativa (Fig. 26). Esta distribucidn de mutaciones compensatorias
permite a los virus recuperar pérdidas en capacidad replicativa provocadas por

mutaciones de escape inmune.
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Mutaciones reportadas en literatura presentes en la cohorte

4

3.5

3

2.5

2
1.5

Mutaciones/virus

1

0.5
0

Cronica Compensatoria

M Bajo Fitness

MW Alto Fitness

Figura 26. Grafico mostrando la razén de mutaciones de fase aguda, de fase crénica y mutaciones
compensatorias, reportadas previamente en la literatura, por virus, en los 29 virus de alta capacidad
replicativa y los 29 de baja capacidad replicativa de la cohorte estudiada.

Adicionalmente, se observaron varios casos que respaldan la idea de que las mutaciones
en la zona de p24 afectan en un mayor grado la capacidad replicativa que aquellas en p17
o en p2p7plp6. Tal es el caso de las muestras 1374-HCF, 1301-ATCD y 1377-VCRC (las 3
secuencias incluidas en el grupo de mayor capacidad replicativa). La primera presenté la
menor capacidad replicativa de las tres con 3 mutaciones en la zona de p24 y 1 mutacién
compensatoria; la segunda presenté mayor valor de capacidad replicativa que la anterior
a pesar de tener 4 mutaciones que disminuyen la capacidad replicativa en p17 y ninguna
compensacion: y la ultima es la que presentd el mayor valor de capacidad replicativa de

las 3 con 3 mutaciones en la zona de p24 y 4 mutaciones compensatorias.

Posteriormente, se hizo la relacion de capacidad replicativa con los codones bajo presion
selectiva positiva identificados por razén dN/dS con el servidor DataMonkey (Tabla 9). En
la Tabla 9 se muestra la variacion de aminoacidos con respecto a la referencia, en las
posiciones antes mencionadas. Los virus utilizados fueron aquéllos para los cuales se

conocia el valor de capacidad replicativa. De esta manera, se pudieron localizar
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mutaciones putativas con efecto en la capacidad replicativa que no han sido reportadas

previamente.

Se observaron posiciones en las cuales un polimorfismo especifico estaba presente en la
mayoria de las muestras: coddn 94, presencia de V en un 69% de las muestras; codén 420,
presencia de K en un 64% de las muestras; codon 459, presencia de H en un 76% de las
muestras y coddn 539, presencia de K en un 60% de las muestras. Asi, se puede decir que
estas mutaciones estan conservadas y acumuladas en las secuencias analizadas, sin un
efecto evidente en la capacidad replicativa viral. Adicionalmente, se observaron 7 codones
(de los 40 seleccionados por DataMonkey) que presentaron un aminoacido especifico
diferente a la secuencia referencia, representado mayoritariamente en los virus con
mayor capacidad replicativa. Asi, estos cambios especificos, podrian actuar como
mutaciones compensatorias (presencia preferencial en muestras con alta capacidad
replicativa): E12Q, Q69K, H230Q, 234V, N263S, R297K Y S547L. Adicionalmente, se
encontraron 4 codones que podrian actuar como mutaciones de escape al estar
representados preferentemente en virus con baja capacidad replicativa: T84V, A390N,

T445N y S470N (Fig. 27).
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Tabla 9. Relacién de posiciones bajo presidn selectiva (DataMonkey) y capacidad replicativa.

codon | 7 BN 54 o2 NES 76 s2 EAN 94 o5 115 127 14 259 201 321 351 3834 [NEEON 391 406 420 NN sso WMl 572 4s2 505 s08 509 s12 532 537 539 sea NG
Fitness W2 [V E s 6 a R VvV T I kK A T s H I 6 N T R S A s A T 1 R T Y s P T 6 T T P _ L s R N s
Bo23so4| I K A K Q K VvV T T - T _ H 1A 6 VvV R T 6 T - T P T E T P R
04671188656 | #1140 |V E S5 G Q vt A T s H 1 6 N _s_ R A . P T 6 T Y s DKW N s
04901061382 | #1087 [V E s G Q voT AT S H I G R G T P s & T s L s ? N s
05148693952 | #1056 | v E G a voT AT s H s s A T e 1 1 ¢ HEM s R N s
0.6704015088 | #1703 | v s 6 a vooT T El v s oA T T 6 T L s R O~ s
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Se muestran 58 secuencias ordenadas de forma ascendente segln su valor de capacidad replicativa. Los codones que se muestran son los determinados por el servidor
DataMonkey como zonas bajo presion selectiva
comparadas con la referencia. Los signos de interrogacion representan codones que presentan ambigiliedad en sus nucledtidos. Con una linea negra se separan las 29
muestras con mayor capacidad replicativa y las 29 con menor valor. El nUmero de codén marcado en rojo muestra aquellas posiciones en las cuales se presenta un
aminodcido diferente a la referencia, de manera preferente en virus con mayor capacidad replicativa o en los de menor capacidad replicativa. El nUmero del coddn es
el correspondiente al alineamiento.

Para cada secuencia se marcan en distintos colores (segin el aminoacido

)

las mutaciones

presentes, al ser
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Figura 27. Grafico de caja y bigotes de las mutaciones compensatorias y de escape encontradas por el
analisis de razones de sustituciones no sindénimas / Sindnimas (DataMonkey). Ninguna fue
estadisticamente representativa. En cada diagrama la caja sdlida indica el rango entre los percentiles
25y 75, la linea indica la mediana, los bigotes indican los valores maximos y minimos no atipicos.

Para corroborar si las tendencias descritas anteriormente eran significativas

estadisticamente, se realizaron pruebas exactas de Fisher, considerando los valores de
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capacidad replicativa asociados a secuencias con y sin las mutaciones en los 11 codones
mencionados (Tabla 10). No se observaron diferencias significativas en ninguna de las
probables mutaciones con impacto en capacidad replicativa. Sin embargo, el impacto de
estas mutaciones en la capacidad replicativa viral no puede ser descartado y se requerira
incrementar el nimero de virus con valores de capacidad replicativa asociados para

confirmar estas observaciones.

Tabla 10. Codones bajo presidn selectiva con posibilidad de impacto en la capacidad

replicativa.

Codon*  Mutaciéon Valor de p EstadiSticamente

Significativo (p < 0.05)
12 E-->Q 0.1443 NO
69 Q-->K 0.3578 NO
84 T-->V 0.1789 NO
230 H-->Q 0.1001 NO
234 | -->V 0.0570 NO
263 N-->S 0.0700 NO
297 R-->K 0.4703 NO
390 A-->N 0.2070 NO
445 T-->N 0.1020 NO
470 S-->N 0.4077 NO
547 S-->L 0.2529 NO

*Codones con posibilidad de impacto en la capacidad replicativa y sus cambios de aminoacidos. Los
11 codones fueron determinados bajo presidn selectiva positiva con el servidor en linea DataMonkey.

Con respecto a los datos del modelo PDN, se analizé el posible impacto de las 12
posiciones no reportadas en literatura y no encontradas por DataMonkey en la capacidad
replicativa viral (Tabla 11). Las posiciones 35, 120, 128. 168 y 335 no mostraron ninguna
relacion especifica con la capacidad replicativa pues se presentaron en practicamente
todas las muestras. Las posiciones 215 y 385 tampoco mostraron relacién especifica con la
capacidad replicativa pues no presentaron frecuencias distintas en los virus con alta y baja
capacidad replicativa. Interesantemente, las posiciones 18, 130, 203, 378 y 390, se
presentaron preferencialmente en los virus con valores mayores o menores de capacidad
replicativa, por lo que podrian representar mutaciones compensatorias o de escape (Fig.
28). Sin embargo, al aplicar la prueba exacta de Fisher para buscar comprobar la
significancia de las asociaciones sélo el coddn 390 fue estadisticamente significativo (Tabla
12).
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Tabla 11. Relacion de codones bajo presidn selectiva (PDN) y capacidad replicativa.

Se muestran los virus ordenados en orden creciente de capacidad replicativa. En colores (segun el
aminoacido) se muestran las mutaciones importantes para la capacidad replicativa. Con una linea
negra se separan los virus de alta y baja capacidad replicativa.
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Figura 28. Grafico de caja y bigotes de las mutaciones compensatorias y de escape encontradas por el
anadlisis de Redes de dependencia Filogenética (PDN). Sélo la posicion 390 fue estadisticamente
representativa. En cada diagrama la caja sélida indica el rango entre los percentiles 25 y 75, la linea
indica la mediana, los bigotes indican los valores maximos y minimos no atipicos.
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Tabla 12. Codones con asociacion a HLA en la cohorte mexicana por el modelo PDN,
no reportadas en la literatura, con posibilidad de impacto en la capacidad

replicativa.

18
35
120
128
130
168
203
215
335
378
385

390

*Se muestran los codones con asociaciones a HLA por el modelo PDN, no reportados previamente en
cohortes caucasicas, y sus respectivos cambios de aminoacidos. De de las 12 mutaciones observadas
7 no presentaron una tendencia de aparicidon preferente en muestras de alta o baja capacidad
replicativa y por tanto no se calculd su p. Sélo la muestra 390 fue estadisticamente significativa.

K-->R
V-->V
A-->A
V-->V
Q-—>H
V-->V
E-->D
V-->M
K-->K
M --> |
N-->P

V>

0.4912

0.3816

1.0000

0.0307

NO

NO

NO

SI

7. Obtencién de un mapa de evolucion asociada a HLA del gen gag en VIH circulante en

Meéxico.

Conjuntando los diversos analisis realizados, se logré obtener un mapa de escape

inmunolégico de gag para el VIH circulante en la cohorte mexicana, en el cual se

incluyeron las posiciones encontradas en la literatura (poblacién caucadsica), las posiciones

determinadas como bajo presion selectiva positiva por el servidor DataMonkey (200

secuencias mexicanas) y las posiciones asociadas a HLA con el modelo PDN (500

secuencias mexicanas). Se incluyeron algunos alelos HLA asociados a las posiciones, asi

como, algunos epitopos reportados previamente sobrelapados con posiciones de interés

(Fig. 29).

80



Figura 29. Mapa de escape inmunolégico de gag en VIH circulante en México. Como referencia se muestra la secuencia consenso obtenida para las 200 muestras
mexicanas [31]. Se muestran 100 aminoacidos por linea y las barras grises y blancas alternadas separan bloques de 10 aminodcidos. Se alternan letras negras y cafés en el
consenso para identificar cada una de las zonas que codifican para las distintas proteinas de gag (p17, p24, p2, p7, pl y p6). Los polimorfismos en verde son los
reportados previamente en la literatura [7, 47], los azules son los determinados como bajo presion selectiva positiva por el servidor DataMonkey y los rojos son los
asociados a HLA por el anélisis de PDN [10]. Ademas, los polimorfismos marcados en morado y negritas son aquellos relacionados con efectos en la capacidad replicativa.
Aunado a esto se muestran las relaciones polimorfismo-HLA determinados por PDN y se encuentran subrayados los alelos mas frecuentes en la poblacidn mexicana. En
letras mayusculas se muestran las asociaciones que tienden a cambiar el aminoacido y en letras minusculas aquellas que tienden a conservarlo. Finalmente, se muestran
algunos epitopos confirmados experimentalmente, reportados previamente en la base de datos de los Alamos [31] y relacionados con alelos HLA frecuentes en la
poblacién mexicana ( en negro) y algunos epitopos (café) obtenidos mediante la herramienta de prediccidn de epitopos de la base de datos de los Alamos.
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CAPITULO VI. DISCUSION.

La distribucion geografica de los pacientes analizados permite observar que a pesar de
gue faltarian tomar en cuenta algunos estados, sobre todo en el sureste y norte del pais,
la cohorte analizada es altamente representativa de la poblacién infectada por VIH en
México, debido a que entre los estados seleccionados se encuentran aquellos que
presentan mas casos de pacientes infectados por VIH de acuerdo a los reportes oficiales
(Distrito Federal, Estado de México, Veracruz y Jalisco) [12]. Con respecto a la proporcion
de género, la cohorte refleja lo observado previamente para la mayoria de las cohortes
latinoamericanas, pues se observa que se mantiene una mayor proporcion de hombres
infectados con VIH, con respecto a las mujeres. Ademas la proporcién reportada
oficialmente [12], 72.8% hombres y 27.2% mujeres, es muy semejante a la encontrada en
la cohorte de estudio, 75.5% varones y 24.5% mujeres. En cuanto a la edad se tiene un
amplio rango que cubre desde adultos jovenes hasta personas de la tercera edad,

observandose que la media tiende a dirigirse hacia las personas jovenes.

Los valores de carga viral y de linfocitos T CD4+ en conjunto, son Utiles para determinar la
etapa de la infeccion en la que se encuentra el paciente. Asi mismo, estos pardmetros
permiten determinar cuando es probable que se presenten enfermedades oportunistas,
son Utiles para el monitoreo del tratamiento antirretroviral y para estimar el riesgo de
transmisidén, incluyendo la materno-fetal. La cohorte en estudio estuvo enriquecida en
pacientes en etapas tempranas de la infeccién con una mediana de conteo de linfocitos T
CD4+ mas alta que la esperada para la poblacidn mexicana en general, la cual se
caracteriza por una deteccién tardia de la infeccidon [12]. Este sesgo en la seleccidén de
pacientes en la cohorte del presente estudio se debidé a que previamente se han
reportado diferencias en la capacidad replicativa entre virus en etapas tempranas y
tardias de la infeccidn, con una ganancia de capacidad replicativa a lo largo del tiempo [7].
Asi, para el presente estudio se seleccionaron preferentemente pacientes en etapas
tempranas, con el objeto de estimar el impacto de la presencia de mutaciones
seleccionadas por HLA en la capacidad replicativa viral en virus en etapas semejantes de la
infeccion.
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Dada la importancia de las proteinas Gag para la estructura y funcion de los viriones, se
esperaba una baja variabilidad en esta region genética del virus, asociada a la
conservacion de la funcidn de las proteinas de la regién [20]. Sin embargo, al comparar
arboles filogenéticos de los virus de la cohorte mexicana basados en el gen gag con
arboles de los mismos virus basados en el gen pol se observé una mayor divergencia en las
secuencias del gen gag, sugiriendo un mayor grado de evolucién en esta region del virus.
Es probable que la alta inmunogenicidad de gag contribuya a esta diversificacién, con la
inclusion de multiples sitios bajo presién selectiva inmune en los virus circulantes en la
region. Es interesante que solo el arbol filogenético basado en gag mostrara
agrupamientos regionales caracteristicos que podrian estar reflejando variaciones en la
presidon selectiva inmune a nivel regional, con distribuciones distintas de alelos HLA en
diferentes regiones del pais impactando diferencialmente la adaptaciéon viral. Estos
clusters representan subgrupos del virus que se organizan debido a la similitud particular
gue presentan algunas de las secuencias, las cuales bien podrian estar determinadas por
presidn selectiva por HLA [44, 45]. Alternativamente, posibles efectos fundadores en la
diversificacién regional del virus circulante en el pais podrian estar reflejandose en los
analisis filogenéticos realizados. En el caso de las 6 secuencias encontradas en el arbol,
cuya cercania era muy evidente, se observd que pertenecian al mismo estado y que

podrian ser posibles pares de transmision.

Los estudios de variabilidad del gen gag de VIH circulante en México mostraron resultados
esperados. Las regiones pl7 y p2p7plp6 presentaron mayor variabilidad, teniendo una
mayor cantidad de codones con una frecuencia de polimorfismos alta. Por el contrario, la
zona correspondiente a p24 resulté ser la mas conservada, al presentar una menor
frecuencia de polimorfismos. Esto concuerda con lo reportado por Brumme, et al [8],
acerca de la alta conservacién de p24 y la mayor variaciéon en pl7 y p2p7plp6. Esta
observacion fue consistente en el andlisis de frecuencia de polimorfismos y el analisis de
entropia de Shannon. La alta conservacién de p24 podria explicarse debido a que, dada su
importancia funcional y estructural para el virus, practicamente cualquier variacion en la

esta zona podria afectar la capacidad replicativa del VIH. Aparentemente, la zonas
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correspondientes a p17 y a p2p7plp6 permitirian un poco mas de flexibilidad en cuanto a
la presencia de polimorfismos, manteniendo las funciones de las proteinas

correspondientes.

Posteriormente, nos preguntamos si la variabilidad observada en Gag podria estar
asociada a presion selectiva inmune. Por tanto, se procedidé a realizar un andlisis de
presidn selectiva por razones de sustituciones sinénimas y no sindénimas (dN/dS) en la
cohorte mexicana. Al comparar la cantidad de zonas seleccionadas negativamente (301) y
las seleccionadas positivamente (40) se observa una tendencia hacia la conservacién del
gen. Sin embargo, es notable la existencia de una gran cantidad de posiciones bajo presién
selectiva positiva, que muy probablemente podrian estar asociadas a seleccion por HLA,
confirmando la alta inmunogenicidad de Gag y la alta densidad de epitopos de CTLs

encontrados en la region [31].

Como era esperado, p24 resultd ser la proteina de la region con menor nimero de
posiciones bajo presidn selectiva positiva, pero con mayor nimero de posiciones bajo
presién selectiva negativa, comprobandose la tendencia a la conservacion de la mayoria
de las posiciones de la proteina y la poca tolerancia en variabilidad para asegurar la
funcionalidad de la misma. Mds aun, observaciones de mayor variabilidad en p2p7p1p6 vy
pl7, concuerdan también con la presencia de una mayor proporcion de posiciones bajo

presidn selectiva positiva.

Para evaluar la importancia de los genes HLA en la evolucion del gen gag del VIH
circulante en México se utilizaron los mapas de epitopos confirmados de la base de datos
de los Alamos. Esto permitié observar que todas las posiciones bajo presién selectiva
positiva podrian estar asociadas a seleccién por diversos alelos HLA. Es importante
mencionar, que aunque se espera que los epitopos en gag reconocidos en poblacién
mexicana varien con respecto a los reportados en otras poblaciones dadas las
distribuciones de frecuencias HLA caracteristicas de los mexicanos, la presencia de las
posiciones bajo presidn selectivas en zonas altamente inmunogénicas de las distintas

proteinas Gag harian altamente factible su asociacion con seleccion inmune.
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Interesantemente, un 25% de las posiciones se asociaron a alelos HLA con altas

frecuencias en la poblacion mexicana, incrementandose la factibilidad de las asociaciones.

Como un acercamiento alternativo, se explord la factibilidad de asociacion de las
posiciones bajo presidn selectiva positiva a seleccidon inmune, mediante comparacién con
posiciones en gag previamente asociadas con alelos HLA especificos. No hay que olvidar
gue los mapas de asociaciones HLA-polimorfismo de VIH han sido determinados en
cohortes principalmente caucdsicas y que seria factible encontrar asociaciones
previamente no descritas en dichas poblaciones, al estudiar la evolucion dependiente de
HLA del VIH en contextos inmunogenéticos diferentes como el presentado en este estudio
para la cohorte mexicana. Interesantemente, dentro de las posiciones bajo presion
selectiva positiva se encontraron algunas previamente ya reportadas y que podrian
representar rasgos comunes en la evolucidon del virus en diferentes poblaciones. Sin
embargo, también se observaron posiciones previamente no reportadas, que podrian
representar nuevas asociaciones en el contexto inmunogenético de los mexicanos, que

sera necesario estudiar mas a fondo.

Para tener un punto de referencia mas especifico de la poblacion mexicana, se
compararon las posiciones bajo presién selectiva positiva con posiciones con asociaciones
a alelos HLA identificadas mediante el modelo PDN. Al hacer las comparaciones con el
analisis de PDN se observd que este método podria ser mas sensible para discriminar
asociaciones reales, al corregir para los principales factores que podrian confundir la
identificaciéon de asociaciones HLA-polimorfismo de VIH: efectos de la filogenia de VIH,
desequilibrio de ligamiento de alelos HLA y covariacion de codones de VIH, evitando asi
falsos positivos. Interesantemente, solo 3 de las posiciones asociadas a presion selectiva
inmune por el modelo PDN coincidieron con el analisis de DataMonkey y se encontraron
12 posiciones adicionales no reportadas previamente. Se requieren estudios con mayor
numero de pacientes para establecer si la falta de asociacidn de estas posiciones se debe a
una baja potencia del andlisis por el modelo PDN para identificar asociaciones con HLA en
ella; o alternativamente a que las posiciones representen asociaciones indirectas con HLA,
presiones selectivas alternas o simples falsos positivos.
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Conjuntando las observaciones anteriores, hemos mostrado evidencia de un impacto
importante de la respuesta inmune restringida por HLA en la determinacién de la
variabilidad del gen gag del VIH circulante en México. Parte de la variabilidad asociada a
HLA de los virus mexicanos se comparte muy probablemente con la de virus circulantes en
poblaciones caucdsicas; sin embargo, nuestros estudios sugieren fuertemente también la

existencia de asociaciones HLA-polimorfismo de VIH especificas de la poblacion mexicana.

Una vez comprobado el impacto de la presidn selectiva inmune sobre la evolucion del VIH
en México, se explord la influencia de posibles mutaciones seleccionadas por HLA en
capacidad replicativa del virus en el contexto inmunogenético de la poblacion mexicana.
Aunque las diferencias no fueron significativas en la mayoria de los casos, la clara
tendencia de agrupaciéon de secuencias ya sean de alta o baja capacidad replicativa
mostradas por el arbol filogenético (fig. 25) evidencia la presencia de cambios particulares
en la secuencias de estos virus que estan afectando la capacidad replicativa. Aunado a
esto, se observaron polimorfismos especificos con tendencias interesantes en la influencia
sobre la capacidad replicativa viral. Las posiciones analizadas incluyeron codones
identificados como bajo presidn selectiva positiva, posiciones previamente reportadas
como asociadas a cambios en capacidad replicativa en poblaciones caucasicas y posiciones
asociadas a HLA en la cohorte mexicana por el modelo PDN. Se requiere incrementar el
numero de pacientes con mediciones de capacidad replicativa para confirmar las

observaciones de este estudio.

Un dato interesante del estudio fue la alta frecuencia de mutaciones compensatorias en la
zona de gag correspondiente a p24, esto es de esperarse dadas las restricciones
funcionales de esta proteina, ya que pequefias variaciones en su secuencia podrian alterar
el ensamblaje de las subunidades de la capside viral [30]. Asi, es ldgico que mutaciones de
escape con costos en la capacidad replicativa tiendan a compensarse en esta zona,
especificamente. Como era esperado, los virus con valores mas altos de capacidad
replicativa tendieron a presentar mayores frecuencias de mutaciones identificadas

previamente como compensatorias.
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Al conjuntar todos los resultados de los diversos analisis realizados en las muestras se
pudo obtener un mapa del gen gag que resume las asociaciones con presion selectiva
positiva, con presién selectiva negativa y con seleccion por HLA en el contexto
inmunogenético especifico de la poblacién mexicana. En este mapa se muestra que hay
codones que presentan variantes que se comparten con otras poblaciones
inmunogenéticamente distintas y que hay codones con variantes que se seleccionan por
alelos especificos de nuestra poblacién. Cabe mencionar, que aunque sera necesario
aumentar el niumero de pacientes participantes para incrementar la potencia de encontrar
asociaciones HLA-polimorfismo de VIH en poblacion mexicana, el presente estudio ya
muestra caracteristicas Unicas de la evolucién del gen gag del VIH en México y siendo el
primer trabajo que trata de describir y explicar la variabilidad de este gen en virus
circulantes en el pais, guiara estudios futuros para comprender mejor la adaptacién del
VIH a nivel poblacional. En especifico, serd importante continuar con el analisis de
posiciones con asociaciones de interés, incluyendo los codones identificados como bajo
presién selectiva y como asociados a HLA simultdneamente por el modelo PDN,
confirmando su relevancia mediante dos metodologias distintas; asi como los codones
encontrados por el andlisis de PDN que no han sido reportados, que podrian representar

caracteristicas Unicas de adaptacion del VIH en nuestra poblacién.

Aunque es necesario también aumentar el nimero de virus cuyos valores de capacidad
replicativa relativa estén disponibles, el presente estudio sugiere un impacto de la
seleccion por HLA en cambios en la capacidad replicativa viral en México. La identificacion
de posiciones con impacto en capacidad replicativa como V390I, que previamente no se
han identificado en otras poblaciones, apoya la hipdtesis de que la seleccién por alelos
HLA caracteristicos en nuestra poblacién puede impactar de manera diferencial la

capacidad replicativa del virus en pacientes mexicanos, con respecto a otras poblaciones.
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CAPITULO VII. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS.
1. Conclusion.

A través de diversas metodologias se lograron obtener las secuencias del gen gag de VIH-I
subtipo B presentes en 200 pacientes, formando una cohorte representativa de la
poblacién mexicana y determinandose las relaciones filogenéticas existentes entre ellos.
Los polimorfismos que se determinaron permitieron demostrar que la alta variabilidad
presentada, sobre todo en las zonas de p17 y p2p7plp6, fue en gran parte influenciada
debido a la presion selectiva ejercida por el sistema inmune del hospedero a través de los
alelos HLA-I; mientras que p24 tiende a conservarse debido a su importancia en la

correcta formacion de la estructura del virus.

Con los resultados obtenidos y la comparacion con la teoria se pudo corroborar que las
mutaciones en p24 tuvieron un mayor costo en la capacidad replicativa y que la aparicion
de mutaciones compensatorias permitira el restablecimiento de la capacidad replicativa.
Sin embargo, la relacién de nuevas mutaciones con su efecto en la disminucién de la
capacidad replicativa no mostré una relacién contundente pero si mostré una tendencia
gue podria convertirse en estadisticamente significativa si se aumenta el nimero de

muestras analizadas.

Al ser el presente estudio el primero que realizé un analisis evolutivo en gag en la
poblacién mexicana permitié comparar lo observado en estudios con otras poblaciones,
determindndose que la variabilidad especifica que presentan el grupo de secuencias de
cada poblacion esta relacionada con el contexto inmunogenético de la poblacién en si
misma. Compartiéndose ciertas mutaciones y relaciones HLA-polimorfismo, pero teniendo

otras caracteristicas propias de la poblacion de la que se trate.

Finalmente, al conjuntar todos los resultados obtenidos se logrd obtener el primer mapa
de escape inmunolégico especifico de la poblacion mexicana, considerando mutaciones
previamente compartidas con otras poblaciones y aquellas encontradas especificamente

para nuestra poblacion.
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2. Perspectivas.

A pesar de que el presente trabajo demuestra una tendencia en la aparicidon de ciertas
mutaciones y de selecciones por HLA-I sobre el VIH especifica de la poblacién mexicana,
esta serie de analisis deberd ser llevada a cabo con una cantidad de muestras que sea
mucho mayor y de la misma forma, deberan aplicarse mas anilisis estadisticos. Como se
muestra en el estudio realizado por Carlson et al [10], la capacidad de prediccion de los
analisis evolutivos aumenta conforme se tienen en cuenta mas factores que puedan
afectar los mismos tales como, efectos de la filogenia de VIH, desequilibrio de ligamiento
de alelos HLA, covariacion de codones, etcétera. Asi mismo, esta capacidad predictiva se
verd enriquecida también al aumentar el nimero de miembros que forman la cohorte,
pues esto dara una muestra mas representativa de la poblacion estudiada. Considerando
lo anterior, los resultados que fueran obtenidos posteriormente podrian extrapolarse a la
poblacién de una manera mas representativa, asegurando una significancia estadistica de

cada uno de los analisis realizados.

Estos estudios se deberan realizar en mas poblaciones para cotejar de qué manera el
contexto inmunogenético de cada una de ellas esta influenciando al VIH y asi poder hacer
comparaciones entre ellas. De esta manera, se podran mejorar las estrategias de combate
contra la infeccidn por este virus. El continuar con estos estudios en diversas poblaciones
podria ayudar a encontrar blancos especificos que servirian como posibles zonas diana
para ser atacadas por fdrmacos en el tratamiento o por una posible vacuna para la

prevencion de la enfermedad.
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