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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los casos de infeccion por el VIH han aumentado a nivel mundial a través de los
ultimos afnos. A pesar de los grandes adelantos en la investigacidon relacionada
con el VIH/SIDA vy los conocimientos en los campos de la patogenia viral, biologia
del virus, respuesta inmunoldgica, asi como el desarrollo de nuevos farmacos
antirretrovirales y el estudio de posibles vacunas, aun no existe una cura o vacuna
contra la infeccion. En los ultimos afios se han desarrollado nuevas lineas de
investigacion relacionadas con el estudio de mecanismos naturales dentro de la
célula que puedan limitar la replicacion del VIH. El estudio de estos mecanismos
podria ofrecer una alternativa para futuras estrategias de vacunacion vy
tratamiento. El factor celular mas caracterizado por su accién en la replicacion del
VIH es la enzima citidin deaminasa APOBEC3G (hA3G).

En este proyecto estamos interesados en caracterizar genéticamente a hA3G en
dos sitios: en el promotor y en el exdn 4, donde se ha localizado un polimorfismo
no sinébnimo que puede estar relacionado a la rapida progresion a SIDA. La
caracterizacion se llevd a cabo en células de personas VIH+, expuestas
seronegativas, VIH+ con baja carga viral y donadores sanos, estas cohortes se
tomaron para relacionar los diferentes polimorfismos en cada una de ellas con su
posible papel en la proteccion por la infeccion de VIH, en la progresién a SIDA y

en el control de la replicacion viral.

Para ello, inicialmente se muestra una revision bibliografica del VIH, aspectos
biolégicos, genéticos, inmunoldgicos y las nuevas expectativas de terapia
antirretroviral, en donde se encuentra a hA3G. Posteriormente se describen los
materiales y métodos utilizados ademas del analisis estadistico. En la seccion de
resultados, se exponen las cohortes, los polimorfismos encontrados y también la
frecuencia alélica y gendmica en diferentes poblaciones del mundo. Finalmente se
encuentra la discusién y las conclusiones, en donde se analizan los hallazgos de

este estudio y se situan en el contexto del conocimiento general sobre este tema.
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2. ANTECEDENTES
21.VHH

El virus de la inmunodeficiencia Humana (VIH) es un miembro del género
Lentivirus de la familia Retroviridae. También es llamado retrovirus, debido a que
su genoma se transcribe de ARN a ADN dentro de la célula a través de la enzima
viral transcriptasa reversa (RT), razén por la cual en la clasificacion de Baltimore,

se encuentra en el grupo VI.

El VIH fue descubierto por su asociacion con el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), que se caracteriza por una reduccion significativa en las células
T CD4" y el desarrollo de infecciones oportunistas, como resultado de la

replicacion y diseminacion del VIH [7].

Fue aislado en 1983 a partir de células de nodulo linfatico de un paciente con
linfadenopatia [8]. La gran homologia en la secuencia nucleotidica, asi como en
las similitudes morfoldgicas, demostraron que los virus aislados de pacientes con
SIDA eran evolutivamente similares a los miembros del género lentivirus de la
familia Retroviridae. La designacién de virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y virus de la inmunodeficiencia simia (VIS) se adoptdé para los lentivirus
humanos y los lentivirus primates no humanos respectivamente [9]. El VIH tipo 1
(VIH-1) hace referencia a los virus genéticamente relacionados encontrados en
varias regiones de Africa, Asia, Europa y del continente americano. El VIH tipo 2
(VIH-2) prevalece en determinados paises del oeste de Africa. Ambos virus son
causantes del SIDA, sin embargo los individuos infectados con VIH-2 presentan
una menor patogenicidad, transmisibilidad y mortalidad [10]. Analisis filogenéticos
de varios genes virales indican que el origen de los lentivirus humanos se
encuentra en una transmision zoondtica, siendo el reservorio del VIH-1 el VIS del
chimpancé (Pan troglodytes) y reservorio del VIH-2 el VIS del mono gris africano

mengabeys (Cercocebus atys) [11].
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2.2. Genomadel VIH

El VIH, al igual que otros retrovirus, ademas de las proteinas estructurales,
presenta en la fase extracelular dos cadenas de ARN de cadena sencilla y
polaridad positiva, esta forma es denominada virion; posteriormente cuando se
lleva a cabo la infeccién, mediante la enzima transcriptasa reversa, se realiza una
conversion a una doble cadena de DNA, que se integra al genoma celular por las
secuencias de las repeticiones terminales largas (Long Terminal Repeat [LTR])
flanqueando los genes virales, esta forma se denomina provirus. Ambas formas

presentan una longitud aproximada de 9.2 kilobases (kb) [12].

Los genes que codifican para las proteinas virales se dividen en genes
estructurales, reguladores y accesorios (o auxiliares). Los genes estructurales son:
el gen gag, que codifica para los precursores de las proteinas de la capside del
virion, el gen pol que codifica para precursores de distintas enzimas virales como
la proteasa (PR), la retrotranscriptasa (RT), RNasa H, la integrasa (IN) y el gen
env que codifica para los precursores de las glicoproteinas de envoltura (gp). Los
genes reguladores esenciales son, el gen transactivador transcripcional (tat) y el
gen de la expresion viral (rev), ambos genes codifican para pequefias proteinas
esenciales para la replicacion viral que no aparecen en la particula viral.
Finalmente los genes accesorios o auxiliares (vif, vpr, vpu y nef) no son esenciales
para le replicacién viral de células in vitro, pero in vivo condicionan la patogenia de

la enfermedad [13].

El transito primario del VIH consiste en un ARNm viral completo sometido a varios
procesos de expresion diferencial. La expresion de los genes de VIH se dividen en
una fase inicial, durante la cual se expresan los genes reguladores y una fase
avanzada donde se expresan los genes estructurales y se empaquetan los
genomas virales completos. Las proteinas reguladoras (Rev, Tat) y la accesoria
Nef, son productos de los genes iniciales codificados por ARNmM con
procesamiento completo, que se exportan desde el nucleo y se traducen a
proteinas en el citoplasma, inmediatamente después de la infeccidén de la célula.
Los genes tardios son Env, Gag y Pol. La proteina Rev inicia el cambio de

3
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expresion de los genes iniciales a los tardios, estimulando la exportacion del ARN

con procesamiento sencillo y sin procesar hacia el exterior del nucleo [14].

La poliproteina del precursor de pol es autoescindida por su region PR en
productos que son las enzimas virales transcriptasa reversa (RT), proteasa (PR) y
la integrasa (IN). A través de escisidn proteolitica, el precursor p55 de Gag da
lugar a las proteinas p24, p17, p9 y p6. Los procesos de escisidon de las
poliproteinas virales, asi como del procesamiento tanto sencillo como multiple del
ARNmM dan lugar a todas las proteinas virales. En lo que respecta a los ARNm, el
balance entre los mensajeros sin procesar, con procesamiento sencillo y multiple
son determinados en gran medida por la proteina REV que a su vez es un

producto de procesamiento multiple [7].

La proteina gp160 se corta proteoliticamente, formando las proteinas gp120 y

gp41, esta proteina proviene de un ARNm con un solo procesamiento.

-

gp120

Precursor gp160

- - - 4

MA CA nc pb

Poliproteina 55kD Gag

160 kD proteina de fusion GagPol

Figura 1. Estructura genémica y procesamiento de las proteinas virales. La poliproteina
Gag esta compuesta de los dominios matriz (MA), capside (CA), nucleocapside (NC) y
p6. Se produce una proteina (Gag-Pol) que provee de las actividades enzimaticas,
como transcriptasa reversa, RNasa H, proteasa e integrasa. Las glicoproteinas de
superficie (gp120 y gp41) son producidas a partir de un precursor poliprotéico de 160
kD y traducido a partir del gen env. El genoma de VIH codifica a su vez para varias
proteinas accesorias denominadas Nef, Tat, Rev, Vif, Vpr y Vpu. Figura adaptada de [3]
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2.3. Estructura del VIH

Membrana
lipidica

Proteinas
de
Matriz

Proteinas
de
capside

A

Figura 2. Estructura del VIH-1, el virién mide de 0.1-0.12um de diametro. (A) Representacion
esquematica de un virion maduro. (B) Tomografia crioelectrénica de la estructura interna de una
particula de VIH, mostrando la capside en rojo y la membrana lipidica en azul. El area amarilla son
las proteinas de matriz. Figuras adaptadas de [2] y [5] respectivamente.

Los viriones de VIH tienen, tres diferentes tipos de proteinas, las estructurales,
regulatorias y accesorias. Siendo las proteinas estructurales Gag, Pol y Env

caracteristicas de todos los retrovirus.
2.3.1 Proteinas estructurales

Gag. Presenta tres proteinas estructurales: la matriz (MA, p17), la capside (CA,
p24) y la nucleocapside (NC, p7). La matriz forma la capa interna en la particula
debajo de la membrana viral, la CA forma el centro cénico que incluye al ARN
viral, la polimerasa dependiente de ARN y la RT; la NC interacciona
reciprocamente con el ARN viral dentro de la capside [7]. Estas proteinas virales
son generadas por la proteasa viral (PR) al procesar la poliproteina precursora:
p55. La localizacion de las proteinas Gag en el precursor p55 es la siguiente:
p17/p24/p2/p7/p1/p6. Gag p55 en su forma no escindida tiene tres dominios, el
que apunta a la membrana (M), el de interaccién (I) y tardio (L). M, situado dentro
de la regiéon de la MA, es miristilada y apunta la proteina de Gag hacia la

membrana plasmatica. EI dominio | es la responsable de la interaccién entre los

5
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monomeros de Gag y se encuentra dentro de la NC. El dominio de L, media la

gemacion viral que involucra a la region p6 de la poliproteina de gag.

Pol. Presenta tres enzimas: la proteasa, la retrotrascriptasa y la integrasa. La
proteasa o p10 es una aspartil-proteasa, su forma funcional es un dimero. Actua

cortando las piezas de las proteinas Gag y Pol.

La retrotranscriptasa, esta compuesta de dos subunidades de 66 kDa y 51 kDa
denominados p66 y p51 respectivamente. La porcién N-terminal de la subunidad
p66 constituye el dominio polimerasa y la porcidon C-terminal comprende el
dominio de RNasa H, esta se encarga de la degradacion de la doble cadena de
ARN, una vez sintetizado el ADN, generado por la retrotranscripcion. La actividad
retrotranscriptasa realizada sobre el ARN viral comienza empleando una molécula

de ARN de transferencia, tARN"*[15] como iniciador.
La integrasa (p31) realiza la insercidon del ADN proviral en el genoma celular.

Env. Las proteinas de envoltura, derivan de una glicoproteina precursora de
160kDa, que es escindida dentro de la célula, en una proteina superficial externa
de la envoltura (gp120) y una proteina transmembranal (gp41), la superficie del
virus posee glicoproteinas de envoltura, como trimeros. Las proteinas de la
envoltura se transportan a la superficie de la célula, donde la porcion central y el
N-terminal de gp 41 se expresan en el exterior del virion. El segmento del asa de

gp41 es importante para la fusion membranal.

La proteina gp120, localizada en la superficie del virus contiene los sitios para el
acoplamiento de los receptores celulares CD4 en la célula blanco y los principales
dominios de anticuerpos neutralizantes [16].
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2.3.2. Proteinas reguladoras y accesorias

Como se menciond anteriormente, los viriones de VIH tienen, ademas de las
proteinas estructurales, las reguladoras de expresion viral (Tat y Rev) como
también proteinas accesorias (Nef, Vif, Vpu y Vpr) con funciones moduladoras de

la expresion viral y de la patogénesis.

Tat. Es una proteina transactivadora, que actua como regulador positivo,
incrementando la tasa de su propia sintesis y la sintesis de todas las demas
proteinas virales[17]. La proteina Tat pesa aproximadamente 23 KDa y su funcion
transactivadora esta localizada en la region N-terminal. La funcién de Tat es
dependiente de una secuencia especifica de reconocimiento, TAR, localizada en
la regidon 5’ de los ARN mensajeros virales. Tat actua basicamente en la etapa de
elongacion transcripcional utilizando varios cofactores celulares para su accion
[18]. Asi, un complejo protein-cinasa celular llamado TAK (Tat-associated kinase)
es capaz de fosforilar el extremo C-terminal de la ARN polimerasa Il, esta
hiperfosforilacion estimula una eficiente elongacion transcripcional. EI componente
cinasa del complejo TAK, Cdk9, interacciona con la proteina celular Ciclina T

(CycT), la cual incrementa la afinidad de la proteina Tat por TAR [19].

Rev. Actua como regulador de la expresidn proteica viral. Pesa aproximadamente
19 kDa, tiene una region C-terminal que posee una secuencia para una sefal de
exportacion nuclear (NES). Asi, la proteina Rev facilita la exportacion de ARNm
viral no procesado de 9 kb y también aquel que han sido parcialmente procesado
con ARNm viral de 4 kb, la exportacion se lleva a cabo del nucleo al citoplasma
celular, en cooperacion con factores celulares, utilizando la via CRM/exportina-1
[20].

Vpu. Es una proteina accesoria transmembranal de unos 16 kDa, que esta
implicada en el eficiente ensamblaje y gemacion de las particulas virales,
interactuando con los canales de K*. Aparentemente aumenta la replicacion del

virus mediante la formacion de poros en la membrana. Puede regular
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negativamente la expresidbn y aumentar la degradacion de CD4. También

promueve la apoptosis en células infectadas con VIH [21].

Nef. Esta proteina se expresa tempranamente durante replicacién viral. Es una
secuencia altamente polimérfica. Parece ser un factor pleiotrépico (que puede ser
regulatorio negativo o positivo para la replicacién del virus). Pesa 27 kDa y tiene
diversas funciones; se enlistan algunas que promueven la replicacion viral: puede
participar en la entrada del virus, aumenta la transcripcion inversa, regula
negativamente la expresion de CD4 en algunas células T, transporta el colesterol
sintetizado recientemente hacia sitios de gemacion viral, induce a las proteinas
que regulan positivamente la expresion del receptor de las células T y puede hacer

susceptibles a las células T CD4" en reposo a la infecciéon[19].

Puede competir por los factores que interactuan con la LTR, disminuyendo la

activacion celular y la trascripcion, regulando negativamente la replicacion[21].

Vif. Es el factor de infectividad viral, pesa 23 kDa y parece estar implicado en la
eficiencia de transmisién de la infeccion por el VIH, debido a que se ha observado

que particulas virales carentes de vif son ineficientes en la infeccidn.[22]

Induce a la ubiquitinacién y la degradacion de hA3G (proteina intracelular
antirretroviral, que tiene actividad de citidina deaminasa, en el cDNA de los
retrovirus), a través de las proteinas celulares Cullen 5, elonguinas b y ¢ RBX1.
Existen reportes que indican que dos dominios de vif estan involucrados en estas
funciones: el primero se une a hA3G y el segundo regula la degradacion a través
de la via dependiente del proteosoma. Vif también previene la incorporacion de
hA3G en los viriones y por lo tanto, permite la generacion de progenie viral
infecciosa.[23]

Vpr y Vpx. La proteina Vpr del VIH-1 pesa de 12-14kDa. Puede participar en la
entrada al nucleo de la célula, como parte del complejo de preintegracion (PIC) y

ayuda a la entrada hacia el nucleo a las células en division y en las que no se
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encuentran en este proceso. Esta proteina viaja entre el nucleo y el citoplasma e

interactua con la importina para promover el paso del PIC hacia el nucleo.[24]

Ademas detiene la proliferacion celular en el estado G,/M del ciclo celular, puede

aumentar la trascripcion de LTR viral en el ADN viral integrado y aumenta o

reduce la apoptosis en células infectadas. La induccidon de la apoptosis puede

estar relacionada con la inactivacion de la proteina anti-apoptotica HAX-1.

El VIH-2 expresa dos genes con homologia en funcionalidad a la proteina Vpr del

VIH-1: Vpr de VIH-2 y Vpx. La Vpr del VIH-2 mantiene su habilidad para aumentar

la infeccidn en células que no se encuentran en division y Vpx es necesaria para la

replicacion en macréfagos.[21]

Tabla 1. Genes y proteinas del VIH-1.

Gen Proteina Nomenclatura y Funcién
tamaio (kDA)
Gag gag P24 Capside (CA), proteina estructural
P17 Proteina de la matriz (MA),
miristilada.
P7 Proteina de la nucleopcapside (NC),
ayuda a la transcripcion reversa.
P6 Papel en la gemacion (dominio L)
Pol Polimerasa (pol) P66, p51 Transcriptasa reversa (RT): RNAsa H
interior de la capside.
Proteasa (PR) P10 Procesamiento postraduccional de
proteinas virales.
Integrasa (IN) P32 Integracion de ADNc viral
Env Envoltura (env) Gp120 Superficie de la proteina de
envoltura.
Gp41 Proteina transmembranal de la
envoltura.
Tat Tat P14 Transactivacion.
Rev Rev P19 Regulacion de la expresion de ARN
viral y transporte de ARN del nucleo al
citoplasma.
Nef Nef P27 Pleiotrépico, puede incrementar o
disminuir la replicacion del virus.
Vif Vif P23 Incrementa la infectividad del virus y la
transmisién de célula a célula, ayuda
en la sintesis de ADN proviral y/o en el
ensamblaje del virion.
Vpr Vpr P15 Ayuda en la replicacion del virus

transactivacion.
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Vpu Vpu P16 Ayuda en la liberacion del virus,
interrumpe los complejos gp160:CD4
Vpx Vpx P15 Ayuda en la entrada y en la
infectividad.

24. Ciclo de replicacion del VIH

El ciclo de replicacion de los lentivirus se divide en dos fases: temprana y tardia.
La fase temprana comienza con la union del virus a la célula y continua con la
formacion del provirus integrado en el genoma celular. La fase tardia comienza
con la trascripcion del ARN viral a partir de ADN proviral integrado y acaba con la

liberacion de los viriones de la célula. (Figura 3)

© ©

Precursores
de Gag

Complejo e e
e de la RT

Transcriptos
virales

Figura 3. Ciclo de infeccion del VIH-1. Los pasos como se muestras a continuacién 1: unién; 2: Fusion
3. Desnudamiento; 4: Transcripcion reversa; 5:Importe nuclear; 6. Integracién; 7. Transcripcion;
8.Exporte nuclear; 9 Traduccién; 10. Ensamble; 11. Gemacioén. Figura adaptada de [25]
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2.4.1. Mecanismo de entrada.
-Unién y fusién del virion y la célula.

La union del VIH a la célula, es mediada por la interaccion del dominio
transmembranal de Env (gp120) y el antigeno CD4, que posee un dominio de alta
afinidad por gp120. Esta unién causa un cambio de conformacion en el complejo
gp120/CD4 que lleva a la interacciéon de gp 120 con el correceptor apropiado,

(CCRS5 en monocitos-macrofagos o CXCR4 en linfocitos).

Tras la interaccion gp120/correceptor se produce un cambio conformacional en
gp41, se expone un péptido de fusidn que posee en su extremo amino-terminal y

se genera la union y fusiéon de la membrana del virién y de la célula [26].
2.4.2. Eventos post-entrada.
-Sintesis de ADN viral.

Tras producirse la fusidon de las membranas, la nucleocapside viral es liberada al
citoplasma celular, donde se lleva a cabo la sintesis del ADN viral, mediante la
actividad de la transcriptasa reversa, formandose un hibrido de ADN/ARN,
posteriormente el ARN es degradado por la ARNasa H y finalmente se sintetiza la
hebra de ADN complementaria a la hebra anterior. El proceso de transcripcion
reversa es uno de los puntos en el ciclo de replicacion viral que genera la rapida
variabilidad gendmica que es caracteristica del VIH, lo cual ha proporcionado al
virus una capacidad intrinseca de alterar el tropismo celular, eludir al sistema
inmune y desarrollar rapidamente resistencias a la terapia antiviral, asi como de
generar las diversas variantes de VIH (quasiespecies) que han impedido hasta el

momento el desarrollo de una vacuna eficaz [27].
-Integracién del ADN viral.

Una vez sintetizada la doble hebra de ADN se produce la translocacién del PIC
que esta constituido por la doble hebra de ADN vy varias proteinas virales, hacia al

nucleo donde se produce la integracién al material genético celular por accion de
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la integrasa. La integracién en el genoma ocurre principalmente en regiones
transcripcionalmente activas en el genoma de la célula hospedera, en particular,
en aquellas activadas por la infeccion del VIH.[28] La integracién, puede involucrar
un complejo nuclear especifico formado por la integrasa viral y la proteina
LEDGF/p75. Esta proteina es un factor trascendental, que permite la union entre la

cromatina y la integrasa[29].
-Sintesis de proteinas.

La sintesis del ARN viral se produce a partir del ADN proviral del nucleo,
posteriormente es transportado al citoplasma donde tiene lugar la expresién de los
genes virales. Dicha expresion tiene lugar en dos fases: en la fase temprana se
produce la sintesis de proteinas que no se incluiran dentro del virién (tat, rev y nef)
y en la fase tardia se sintetizan las proteinas que se incorporaran en el virién (gag,
pol y env). Ese mismo ARN sera el ARN viral genémico presente en la progenie
viral. La transcripcidon del ARN viral esta regulada por mecanismos complejos tanto
virales como celulares que influiran en la latencia clinica y en la patogenicidad del

virus [12].
-Ensamble y diseminacion del virién.

En primer lugar se produce una asociacion de los precursores de Gag y Gag/Pol
con la membrana plasmatica celular y con el ARN viral genémico, posteriormente

se produce el ensamblaje y la liberacion de las particulas virales.
-Maduracion.

Se procesan los precursores Gag, Gag/Pol por la proteasa viral en proteinas

individuales que se combinan para formar un virus funcional [13].
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2.5. Historia Natural del VIH.

La progresién de la infeccion del VIH in vivo se divide en tres etapas: aguda,
cronica y critica o SIDA (figura 4). La evolucion de la infeccion puede tener
seguimiento realizando mediciones de la cantidad de virus presente en plasma y
con recuentos de los linfocitos T CD4" del paciente, siendo la cantidad de virus
(carga viral), la virulencia intrinseca de la cepa y la capacidad de respuesta del

hospedero, los determinantes de la evolucion de la infeccion.
2.5.1. Fase aguda:

Corresponde a la evolucién a partir de la primoinfeccion y es independiente del
mecanismo de transmision (sexual o via parenteral) [30]. Ocurre cuando los
viriones penetran en las células mediante la fusion de gp120/gp41 con el receptor
celular CD4 y su correceptor CCR5. Dependiendo de la localizacion de la
exposicion inicial al virus, las primeras células pueden ser los linfocitos TCD4" y
los monocitos de la sangre o los linfocitos TCD4" y los macrofagos de los tejidos
de las mucosas. Es probable que las células dendriticas de los epitelios de los
focos de entrada del virus lo capturen y migren después hacia los ganglios
linfaticos, por lo tanto estas células dendriticas pueden desempenar un papel
fundamental en la diseminacion inicial del VIH por los tejidos linfaticos. Una vez en
éstos, las células dendriticas transmiten el virus a los linfocitos T CD4" a través de
contactos intercelulares directos. Algunos dias después de la primera exposicidon
al VIH, se detecta una replicacion abundante de cepas R5 del virus (aquellas en
las cuales existe una mayor afinidad por el correceptor celular CCR5), debido a la
elevada expresion de este correceptor en las células T CD4" activadas en los

ganglios linfaticos. [31].

Esta replicacion provoca una viremia, con cantidades elevadas de particulas
viricas en la sangre del paciente (de 10° a 10" copias del VIH/ mL de plasma),
acompanada de un sindrome agudo compuesto por distintos signos y sintomas
inespecificos, caracteristicos de numerosas enfermedades virales. La viremia

permite que el virus se disemine por todo el organismo e infecte a los linfocitos T
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cooperadores, macréfagos y las células dendriticas de los tejidos linfaticos
periféricos, en esta etapa es cuando el sistema inmunitario adaptativo produce una
respuesta inmunitaria, tanto humoral como celular que van dirigidas contra los
antigenos virales, como p24. También se observa que la cantidad de linfocitos T
CD4" comienza a disminuir. Estas respuestas controlan parcialmente la infeccion y
la produccion de virus, que se refleja en la disminucion de la viremia hasta niveles
bajos pero detectables (30000*10° copias/mL), hacia las 12 semanas después de
la exposicion inicial, ademas de que la disminucion de linfocitos TCD4" en este

tiempo es menor.
2.5.2. Fase crénica:

Esta fase dura varios afos, durante ella la replicacion viral persiste en cantidades
bajas y la mayoria de los linfocitos T de la sangre periférica no estan infectados,
pero experimentan una disminucion mantenida. En este periodo de la enfermedad,
el sistema inmunitario mantiene su competencia y puede erradicar a la mayoria de
las infecciones causadas por microorganismos oportunistas, siendo las
manifestaciones clinicas de la infeccion por el VIH escasas, por lo que esta fase
es llamada latencia clinica. La replicacion viral se produce en los 6rganos linfoides
donde la carga viral es entre 10 y 10000 veces mayor a la presente en plasma

[32], por lo que no existe un estado verdadero de latencia viroldgica.

Durante la fase progresiva o cronica, aumenta la susceptibilidad del paciente a
otras infecciones, las respuestas inmunitarias pueden estimular la produccion del
virus y apresurar la destruccion de los tejidos linfaticos, debido a que los estimulos
que activan a los linfocitos T (como antigenos y diversas citocinas), pueden

favorecer la transcripcion de los genes virales
2.5.3. Fase critica o SIDA:

La enfermedad progresa hacia la fase final denominada SIDA, en la que se
produce un incremento de la actividad replicativa del virus, igualandose la carga
viral circulante y la de los érganos linfoides y se genera una deplecion de linfocitos

T CD4" circulantes en sangre periférica. Clinicamente, aparece una alteracion de
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estado general de paciente, infecciones oportunistas, neoplasias, caquexia,

insuficiencia renal y trastornos neurologicos.

Dado que los linfocitos TCD4" cooperadores son esenciales para las respuestas
inmunitarias tanto humorales como celulares frente a diversos microorganismos,
su pérdida es el motivo fundamental de la susceptibilidad de los pacientes con
SIDA a muchos tipos distintos de infecciones. Ademas gran parte de los tumores
que aparecen en esos pacientes son virales y su prevalencia en el SIDA, se debe
a la incapacidad del paciente infectado por el VIH para elaborar una respuesta

inmunitaria eficaz contra los virus oncogénicos.

En la ultima fase de la infeccion, existe un cambio de tropismo por parte del virus,
emergen las cepas X4 del VIH (aquellas en las cuales se tiene mayor afinidad por
el correceptor es CXCR4, en vez del correceptor CCR5), estas tienen mayor
patogenicidad y estan relacionadas con una rapida caida del numero del linfocitos
TCD4", una acelerada progresion de la enfermedad y finalmente la aparicion de la
inmunodeficiencia o SIDA [33, 34].

Fase crénica SIDA

Linfocitos CD8*

Linfocitos CD4*

Carga viral en plasma

Cuenta de linfocitos T CD4* (x10° /L)
(ewseld ap Jw/ HIA ap seidod) [esip ebied

Fase

aguda
Tiempo Tiempo
(semanas) (afos)

Figura 4. Historia natural del VIH. Se muestra la variacién de tres parametros, dos de ellos son clasicos
para realizar el seguimiento por la infeccion por el VIH: la cuenta de linfocitos TCD4+ y la carga viral.
Se resaltan en color amarillo la fase aguda, en rosa la Fase crénica y en azul la fase critica o SIDA.
Figura adaptada de [35]

15



Antecedentes

2.6. Respuesta inmunolégica ante el VIH.

La infeccion por el VIH se presenta esencialmente en el sistema inmunoldgico,
considerando las moléculas necesarias para la infeccidn y su expresion restringida
por elementos de este sistema, ademas de las consecuencias de la infeccién por
multiples mecanismos virales que dafian progresivamente a los 6rganos linfoides

primarios y secundarios. [14].

Pese a que esta infeccidn activa la respuesta inmune innata y adaptativa, en la
gran mayoria de los infectados la enfermedad progresa, esto quiere decir que no
logran desarrollar mecanismos totalmente efectivos para controlar completamente
la infeccidn, destruyendo las células del sistema inmune y los 6rganos linfoides, lo
cual conduce a una inmunodeficiencia seria, a menos que se instaure
oportunamente un esquema de terapia antirretroviral altamente efectiva (HAART)
[36].

La inmunodeficiencia observada durante la evolucion de la infeccion es de tipo
combinado, es decir que compromete tanto la respuesta inmune innata como la
adaptativa y tanto los mecanismos efectores humorales como los celulares.

En cuanto al escape de la respuesta inmunoldgica por parte del virus, se sabe que
tiene una capacidad inherente para generar mutaciones en las secuencias
antigénicas reconocidas por el sistema inmunoldgico adaptativo, creando cepas de
escape. En consecuencia, a pesar de casi dos décadas de investigaciones
dirigidas a inducir una respuesta inmune adaptativa contra el VIH, no se han

implementado terapias inmunolégicas o vacunas exitosas. [37]

2.6.1. Inmunidad innata

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra los patdégenos
invasores y es particularmente importante en el control de bacterias y virus que
tratan de ingresar por las superficies epiteliales y mucosas [38].

La importancia de la respuesta innata en el control de la infeccion es actualmente

un area de mucho interés, ya que varios componentes del sistema inmune innato
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tienen un efecto directo anti VIH y al mismo tiempo, son blanco de la infeccion viral

[14]. Entre ellos, se mencionan:

Factores solubles. Los componentes solubles de la inmunidad innata estan entre
los primeros factores que fueron evaluados buscando actividad natural contra el
VIH; se descubrié que la lectina de unién a de manosa (MBL) y proteinas del
complemento se unen directamente al virus, estimulando la fagocitosis mediada
por los neutréfilos y macrofagos, e induciendo la lisis del virus [14]. Se ha
observado que el complemento puede destruir el virus en presencia de
anticuerpos antivirales especificos; de esta manera, el complemento integra la
inmunidad innata y la adaptativa en la respuesta contra el VIH. Pese a estas
observaciones, actualmente se considera que la accién de estos factores solubles
en el control in vivo de la infeccion tiene muy poca relevancia.[39]

Otros componentes solubles, incluyendo las quimiocinas beta (RANTES, MIP-1ay
MIP-1pB), citocinas y algunas defensinas, son secretados luego de la interaccion de
los microorganismos patdégenos con las diferentes células del sistema inmune
innato y pueden modular tanto la respuesta inmune celular innata como la
adaptativa. Por ejemplo, las citocinas interleucina-12 (IL-12), IL-4, IL-6, IL-16 e
interferon-gamma (IFN-y) determinan si predomina una respuesta inmune
adaptativa tipo Th1 o Th2. La respuesta Th1 coordina la accion del sistema
inmune contra las infecciones por patdégenos intracelulares, como el VIH. La
respuesta tipo Th2 regula la inmunidad contra los patdégenos extracelulares
mediante el estimulo para la secrecion de anticuerpos y se ha observado que esta
predomina en los pacientes infectados por el VIH, en especial, en los que estan en
fases avanzadas de la enfermedad [40, 41].

Otras citocinas, como el factor de necrosis tumoral-alfa (FNT-a) y los interferones
(IFN) también afectan la replicacion del virus. Las quimiocinas dirigen el
reclutamiento y activan las funciones de células inmunomoduladoras y efectoras,
como las células natural killer (NK), las células dendriticas, los linfocitos T
efectores y de memoria y los macrofagos, acumulandolas en los sitios de

replicacién viral. La produccidén de quimiocinas beta y en particular, la presencia o
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ausencia de sus receptores puede influir también en la capacidad del virus para
infectar las células blanco [40].

Células NK. Las células NK constituyen una de las primeras lineas efectoras de la
respuesta innata contra los microorganismos. Debido a su rapida movilizacion y
actividad citotoxica constitutiva; se considera que las células NK son responsables
del control inicial de la replicacién viral, dando tiempo para que la respuesta
inmune adaptativa se desarrolle y elimine los remanentes de la infeccion. En los
individuos sanos, las células NK constituyen entre el 5% al 16% de los linfocitos
circulantes, con dos subpoblaciones que se diferencian de acuerdo con la
expresion de las moléculas CD56 y CD16. Las células NK CD56++/CD16-, que
corresponden al 5% de la células NK, producen IFN-y, tienen accion
inmunomoduladora, no secretan perforina y no son citotoxicas. En contraste, el
95% de las células NK son CD56bajo/CD16++, no secretan IFN-y, expresan vy
secretan perforina y tienen actividad citotoxica [42]. Las células NK normalmente
atacan aquellas células que tienen una baja expresion de las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), clase |I; muchas células tumorales
e infectadas por virus regulan negativamente la expresién de las moléculas del
CMH clase | como una forma de evadir el reconocimiento por los linfocitos T CD8",
haciendo susceptibles a estas células de la eliminacién por las células NK . Las
células NK pueden eliminar directamente las células infectadas por medio de la
activacion de uno de los receptores naturales de citotoxicidad (natural cytotoxicity
receptors, NCR) como la molécula NKp44 o por medio de la citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC). La
ADCC es importante durante la infeccion, pues se ha observado que una fuerte
actividad de ADCC se asocia con una mayor duracion del estado clinico
asintomatico y una mejor evolucion clinica [43]. Las células NK, también son una
fuente de citocinas inmunorreguladoras como el IFN-y, el FNT-a, el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), asi como de las
quimiocinas beta MIP-1a y RANTES, factores que pueden inhibir in vitro e in vivo

la replicacion del virus.[44]
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Recientemente, se demostré un aumento significativo de la actividad de las células
NK en individuos expuestos al VIH que no se infectaron (expuestos
seronegativos); en particular, las células NK de estos individuos presentaban un
aumento en la secrecién de IFN-y. Se ha demostrado que el IFN-y tiene una
actividad anti-VIH directa, mediada principalmente por un antagonismo de la
transactivacion viral inducida por la proteina viral Tat. Ademas, el IFN-y es
importante para la activacién de la respuesta inmune adaptativa y se ha propuesto
como uno de los mecanismos responsables de la resistencia natural a la infeccién
[45].

Células dendriticas. Las células dendriticas son las principales células
presentadoras de antigeno y activan la respuesta inmune innata y adaptativa por
medio de la expresion de moléculas coestimuladoras y la secrecion de citocinas
como IL-12, FNTa, IFN-a, IL-7 e IL-1. Pueden ayudar a controlar la infeccion por
medio de la produccién de quimocinas e IFN tipo 1 (IFN a 'y B).

Las células dendriticas plasmacitoides son las principales células productoras de
IFN tipo 1, se encuentran principalmente en los tejidos linfoides, mientras que en
la sangre periférica corresponden al 0.2% a 0,9% de las células mononucleares.
Varios estudios sugieren que durante la infeccion, las células dendriticas
plasmacitoides pueden proteger a los individuos infectados de desarrollar
neoplasias e infecciones oportunistas, por medio de la produccion de IFN-a y de la
modulacion de la respuesta inmune innata y adaptativa.[46]

Como sucede en la fase inicial de las infecciones virales, el IFN-a puede tener un
efecto anti-VIH directo en la fase aguda de esta infeccion, bloqueando la
replicacion viral; ademas, esta citocina modula una variedad de acciones
antivirales y antitumorales que activan otras células de la respuesta inmune como
las células dendriticas mieloides, los monocitos, las células NK y los linfocitos T
CD4" y CD8". Por ejemplo, el IFN-a puede incrementar el reconocimiento del VIH
por el sistema inmune adaptativo al incrementar la expresion de las moléculas del
CMH clase | en las células presentadoras de antigeno[47].

Los IFN tipo 1 también incrementan la produccién de IFN-y por los linfocitos T

CD4", prolongan la supervivencia de los linfocitos T y promueven el desarrollo de
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respuestas inmunes tipo Th1. Sin embargo, la actividad del IFN-a durante la
infeccion cronica, es mas compleja e impredecible y es potencialmente nociva
para el sistema inmune; en los individuos cronicamente infectados por el VIH, el
IFN-a puede favorecer la apoptosis de los linfocitos T CD4" al inducir la expresion
de las moléculas TRAIL y DR5, proteinas de superficie celular que al interactuar
activan la transduccion de senales inductoras de apoptosis.[41]

Actividad anti-VIH no citotéxica de las células T CD8". Los linfocitos T CD8"
son un ejemplo de elementos del sistema inmune que puede tener acciones contra
el VIH, tanto en la respuesta innata como en la adaptativa. Estas células pueden
controlar la replicacion viral en las células infectadas por medio de dos
mecanismos: la actividad citotoxica clasica (adaptativa) y por una respuesta
antiviral no citotoxica (CNAR). La actividad CNAR fue descubierta en individuos
asintomaticos positivos para VIH; los estudios in vitro con células de esos
individuos mostraron que cuando se retiraban las células T CD8", el virus se
replicaba y se podia recuperar del cultivo, mientras que la adicion de estas células
suprimié la replicacion del VIH en una forma dependiente de la dosis. Sin
embargo, la actividad de estas células no llevaba a la eliminaciéon de las células
infectadas.

La actividad CNAR tiene caracteristicas de una respuesta innata: no es especifica
contra el virus, tampoco es especifica de especie, no es restringida por moléculas
del CMH clase | o clase Il y ocurre rapidamente después de la infeccion.

Esta actividad antiviral es policlonal (se observa en muiltiples células T CD8") y
también se ha observado en clonas de células T CD8" de individuos no infectados.
Finalmente, la actividad CNAR también se ha encontrado en individuos expuestos
seronegativos, lo que indica que puede constituir otro de los elementos
involucrados en la resistencia natural contra este virus [48].

La actividad CNAR es mediada por un factor soluble secretado, denominado el
factor antiviral de las células T CD8" (CD8" T cell antiviral factor, CAF).

El CAF es aparentemente una nueva proteina, diferente de otros factores
celulares con actividad antiviral conocida, como los IFN y las quimiocinas. Las

quimiocinas bloquean la infeccion, al competir por los receptores (que son los
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correceptores para el VIH); se ha demostrado que el efecto de CAF ocurre
posterior a la entrada del virus a las células blanco, durante la trascripcion viral
[49, 50].

2.6.2. Inmunidad adaptativa.

Esta inmunidad es especifica y ademas tiene la capacidad de crear memoria. En
la infeccion por el VIH la inmunidad humoral y celular esta relacionada a procesos
que involucran a los anticuerpos circulantes que reaccionan contra este virus y
contra las células infectadas por el, a continuacién se menciona la respuesta
humoral y celular:

2.6.2.1. Respuesta humoral:

Se ha demostrado que durante la evolucion de la infeccion viral se induce la
produccion de anticuerpos neutralizantes, los cuales se unen a las proteinas
virales que interactuan con los receptores y correceptores, previniendo la entrada
del VIH a las células blanco, entre mayor sea el repertorio de anticuerpos
neutralizantes, mejor es el prondstico de la infeccidén. Sin embargo, debido a la
presion ejercida por los anticuerpos neutralizantes y a la gran capacidad de
mutacién que presenta este virus, empiezan a aparecer mutantes virales o cepas

de escape que van siendo resistentes a la accidén neutralizante de los anticuerpos .

Otro de los mecanismos antivirales ejercido por los anticuerpos corresponde a la
ADCC, mediada por macrofagos y células NK, la cual se desencadena cuando
una célula infectada que expresa en su superficie proteinas virales, es reconocida
por los anticuerpos especificos que, uniéndose a los receptores Fcy de esas
células efectoras, provocan la lisis de las células infectadas [14].

Un factor que impide el establecimiento de una respuesta humoral protectora
universal contra el VIH es la gran variabilidad de virus circulante en el mundo, con
muy poca reaccion cruzada entre ellos. Aunado a esto, un individuo puede tener
infecciones mixtas (por dos 0 mas subtipos), con cepas que pueden intercambiar
material genético para originar cepas recombinantes [36].

Los anticuerpos anti-HIV que no tienen capacidad neutralizante pueden llegar a

potenciar la infeccion de células como los neutréfilos, monocitos, macrofagos,
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células dendriticas mieloides, células NK y linfocitos B que expresan receptores
Fcy, los cuales unen la fraccion FC de las inmunoglobulinas que se encuentran
formando complejos inmunes con los virus. Ademas, durante la infeccion viral se
produce una hiperactivaciéon policlonal de linfocitos B y se desencadenan
respuestas inmunes contra proteinas propias del hospedero portadas por el virus
en su envoltura; este fendmeno se ha asociado con la mayor frecuencia de
procesos autoinmunes mediados por anticuerpos que se observan durante esta

infeccion [36].

2.6.2.2. Respuesta Celular

Actividad citotoxica de las células T CD8". Los linfocitos T CD8" activados
especificos para el VIH destruyen células infectadas y se encargan del control
inicial de la infeccidbn durante la primoinfeccion; esta respuesta citotoxica
especifica se correlaciona con la disminucidn en la viremia observada en los
primeros meses después de la infeccion. [51]

Respuesta de los linfocitos T cooperadores CD4*. Los linfocitos T CD4"
cooperadores (LTh) son esenciales para el desarrollo de la respuesta inmune
protectora y la memoria inmunolégica de larga duracidn contra los
microorganismos patégenos. Los LTh proveen las sefiales complementarias que
requieren los linfocitos B para la produccion de anticuerpos y también ayudan a los
linfocitos T CD8" para desplegar su actividad citotéxica; ademas, producen las
citocinas necesarias para potenciar la respuesta efectora de las principales células
de la inmunidad innata como los macréfagos, las células NK, las células
dendriticas y los neutrdfilos. Desde la fase aguda de la infeccion se activa una
respuesta especifica de LTh contra este virus; sin embargo, esta respuesta no es
efectiva para controlar la infeccion y se va perdiendo gradualmente a medida que

se van eliminando éstas células [50].
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2.7. Tratamiento, Vacuna.

Son muchos los esfuerzos de investigacion dedicados al desarrollo de productos
que interrumpan el ciclo de replicacion del virus, en la actualidad el tratamiento de
la infeccion por el VIH y el SIDA consiste en la administracion de tres clases de
farmacos antirretrovirales, que se utilizan en combinacion y que intentan combatir
moléculas del virus que no presentan actividad o estructura homoéloga a proteinas

humanas [52].

Cabe senalar que estos farmacos no eliminan al virus, pero reducen la carga viral,

e interfieren con la replicacion y generacién de viriones infectivos.

El espectro de farmacos antirretrovirales descubiertos para el VIH, se centra en
blancos vulnerables del ciclo de replicacién del virus. En la primer terapia
antirretroviral se empled al inhibidor de la RT azidovudina (o AZT), que es un
analogo de nucledsidos, fue aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
en 1987 [53]. En la tabla 2, se muestran los farmacos antirretrovirales que estan

aprobados hasta el 2009.

Los analogos de nucledsidos de la RT, interfieren en la replicacion del VIH
inhibiendo de forma competitiva esta enzima. Sin embargo la monoterapia posee
una actividad limitada contra el VIH. Posteriormente, aparecieron blancos
adicionales a la RT como la proteasa, los inhibidores de esta enzima se unen a su
centro activo inhibiendo la formacion de proteinas virales maduras y haciendo que
la particula viral no sea infecciosa. Cuando estos inhibidores se administran en
monoterapia, inducen una rapida produccion de virus mutantes que resisten a sus
efecto [54]; También estan presentes los inhibidores de la integrasa, que impiden

la integracién del ADN proviral en el ADN de la célula hospedera [14].

Es en 1995 cuando se llevan a cabo los primeros ensayos clinicos usando un
inhibidor de proteasa en combinacién con dos inhibidores de la RT, esta triple
terapia combinada se denominé terapia antriretroviral altamente activa (highly
active antirretroviral therapy [HAART]). Con esta nueva estrategia la historia

natural de la infeccién por VIH cambia de forma radical; por un lado el numero de
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linfocitos T CD4" se recupera y por otro se consigue reducir la cantidad de carga
viral por debajo de 20-80 copias/mL en mas del 50-80% de los pacientes. Este
efecto se mantiene durante periodos superiores a un afio, alcanzandose

respuestas superiores a los 4 afios [52].

Otras terapias antirretovirales fueron posibles con la introduccion de los
inhibidores no nucledsidos de la RT (NNRTI), que constituyen un grupo
estructuralmente diverso que se unen a una region distante del centro activo
generando cambios conformacionales en el centro activo de la RT e inhibiendo su
actividad [55].

El desarrollo e introduccion de nuevos farmacos continua. Entre las nuevas clases
de farmacos anti-VIH, que se estan sometiendo a estudios clinicos figuran los
inhibidores de la entrada del virus (antagonistas del receptor de quimiocinas e

inhibidores de la fusion entre el virus y la membrana celular) [56].

Sin embargo ningun tratamiento consigue la erradicacion y en los protocolos
prolongados aparecen resistencias a los farmacos. Ademas el tratamiento, con
antirretrovirales puede tardar, en teoria, decenios en erradicar los reservorios de

células con infeccioén latente [36].

Tabla 2 Nombres genéricos y abreviaciones comunes de los antirretrovirales aprobados por la FDA[57]

Nucleosidos inhibidores de la RT Inhibidores de proteasa
Abacavir ABC Amprenavir APV
Emtricitabina FTC Fos- Amprenavir fAPV
Didanosina Ddl Atazanavir ATV
Lamivudina 3TC Darunavir DRV
Estavudina d4T Indinavir IDV
Zalcitabina ddC Lopinavir LPV
Zidovudina ZDV Nelfinavir NFV
Tenofovir TDF Saquinavir SQV
Ritonavir RTV
Tipranavir TPV
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Inhibidores de la integrasa

Raltegravir
No nucleosidos inhibidores de la RT Inhibidores de entrada y fusion
Delavirdina DLV Enfurvirtida ENF
Efavirenz EFV Maraviroc MVC
Nevirapina NVP
Etravirina ETR
2.7.1. Vacuna

El desarrollo de una vacuna eficaz contra el VIH se ha convertido en una prioridad
de la investigacion biomédica en todo el mundo, ya que con ella se reduciria la
infeccion protegiendo a la poblacion, desafortunadamente la tarea es complicada,
por diversos factores: la gran capacidad del virus para mutar (de esta forma
cambia sus antigenos inmundgenicos), que el VIH se integra en el genoma
celular, que afecta sitios inmunolégicamente privilegiados (como ganglios), que el
virus compromete la funcién inmune (al tener como blanco principal a las células

de este sistema) y que se puede inducir respuesta autoinmune [58].

Para que una vacuna sea eficaz, se deben de cumplir varias caracteristicas, entre
las que se encuentran: induccion de inmunidad local en todos los sitios de entrada
del VIH, estimulacién de las respuestas inmunes humorales, asi como las
celulares frente a los antigenos virales, induccién de respuesta inmune de
reconocimiento a las células infectadas de forma latente, que posterior a su
aplicacién no se provocara respuesta autoinmune y que no se presentaran efectos

a largo plazo[59].

Se han utilizado una gran diversidad de estrategias para la vacunacion contra el
VIH, por ejemplo con virus inactivados, variantes replicativas atenuadas, vacunas
subunitarias (gp 120, gp160, gp41, gag), proteinas virales en vectores replicativos
(virus, bacterias), capsides virales con proteinas de la envoltura “pseudoviriones”,
péptidos virales, anticuerpos neutralizantes, transferencia genética de DNA y

proteinas derivadas de plantas[14].
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Hasta ahora, la forma mas eficaz y segura de inmunizacién ha sido la aplicacién
de una inmunizacién primaria con un vector replicativo, que expresa proteinas de
VIH, seguido de un refuerzo con una proteina subunitaria u otro vector viral

replicativo.

El éxito de la vacunacion podria incrementarse a través de adyuvantes
apropiados, que puedan aumentar de forma selectiva la respuesta inmune innata y
adaptativa [36].

Actualmente se estan realizando ensayos clinicos con una inmunizacién primaria
que consiste en una vacuna basada en un vector poxviral y un refuerzo con la

proteina de envoltura [60].
2.7.2. Nuevas expectativas de terapia antiviral.

Debido a la naturaleza intracelular del VIH, la respuesta inmune celular parece ser
el mecanismo mas importante, para controlar o prevenir la infeccién por el VIH en
el hospedero, ya que en el ciclo de replicacion se encuentran involucradas
proteinas intracelulares que pueden variar dependiendo del tipo celular en el que
se esté llevando a cabo la infeccion. De esta manera la infeccion por el VIH

necesita de factores celulares para ser productiva [28].

En lo referente a la vacunacion, se han realizado varias pruebas con virus activos,
con el objetivo de que induzcan una respuesta aguda de linfocitos. Entre estas
vacunas figuran las de virus hibridos recombinantes no virulentos, compuestas en
parte por secuencias del VIH y las de virus atenuados mediante deleciones de una
o varias partes del genoma. Pero existe la posibilidad de que se produzca la
enfermedad si los virus no se atenuan por completo o si se recombinan in vivo con
un VIH natural, para generar una variante patégena. Otro método que evita este
problema de seguridad, pero que mantiene la eficacia en cuanto a la induccién de
una inmunidad mediada por los linfocitos T CD4", es el uso de vectores virales no
VIH recombinantes que portan genes del VIH. Ensayos realizados han
demostrado que se han obtenido respuestas considerables frente a los antigenos

de retrovirus. También se han estudiado muchas vacunas de ADN, formadas por
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combinaciones de genes estructurales y reguladores del VIS o del VIH,

empaquetados en vectores de expresion de ADN de mamiferos [14, 36].

Otra estrategia a considerar es aprovechar la actividad antirretroviral de factores
celulares llamados también factores de restriccion como TRIMS5, Teterina (BST-2)
y APOBEC3G.

2.7.2.1. APOBEC3G (hA3G)

Hace algunos afios, Malim y colaboradores describieron un efecto intracelular que
contrarrestaba el VIH en células humanas. La resistencia involucraba a un factor

intracelular innato, que es neutralizado con la proteina viral vif [28].

Los descubrimientos se basaron en estudios que comparan variantes de VIH que
carecen de vif contra el VIH silvestre con el gen vif y se demostré que algunas
células T (por ejemplo CEM-SS) son altamente permisivas a ambos virus,

mientras que las células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s), no lo son.

Estudios posteriores descubrieron que un gen celular humano (CEM-15) inhibia la
replicacion del VIH, su efecto era neutralizado por la proteina Vif.
Subsiguientemente se describio que CEM-15 representaba un gen humano que
codifica para la proteina hA3G [61] .

En 1993 se identifico otra proteina de esta familia, a la APOBEC1 que es
expresada en tejido gastrointestinal y es el componente central de un complejo
que desamina la citosina 6666, el complejo convierte la glutamina de esta posicion
a un codon de paro, resultando en una versién truncada de APOBEC.

Todos los genes de APOBEC (hA3A-hA3H) estan dispuestos en la misma
orientacion. Se expresan en el bazo, linfocitos de la sangre periféricos, ovarios y
testiculos, sin embargo muy poco del ARNm de hA3B es detectable en estos
tejidos. Se ha encontrado que hA3B, hA3C y en menor medida hA3A prevalecen
en varias lineas celulares de cancer. hA3F y hA3B se co-expresan con hA3G y

muestran moderados niveles de actividad contra el VIH [62, 63].
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2.7.2.1.1. Descripcion

Figura 5. Estructura tridimensional
de la proteina APOBEC3G.

Adaptada de [11

APOBEC3G o “Apolipoprotein B mRNA Editing
Enzyme Catalitic Polypeptide- like 3G”, es una
proteina intracelular humana, ubicada en el
cromosoma 22, perteneciente a la superfamilia de
las proteinas APOBEC, que tienen actividad de
citidina deaminasa en el cDNA de los retrovirus,
dando lugar a una hipermutacion guanina por
adenina, lo cual puede resultar en una degradacion
del ADN proviral o en un ADN defectuoso. Es
expresada principalmente en estirpes celulares de
linfocitos y macréfagos.

hA3G consta de dos dominios. El dominio catalitico

es importante para su funcion, la regién de uniéon a zinc es esencial para la

actividad de citidin deminasa y los efectos antivirales. El otro dominio es el

responsable de la union al ARN y es requerido para encapsular a hA3G en las

particulas virales [28].

Figura 6. Sitio activo de la enzima, cataliza la desaminacion hidrolitica en el C4 de la
2’-deoxicitidina, que requiere la presencia de residuos de cisteina, coordinar con el ién Zny
un glutamato, involucrado en acarrear protones. En esta reaccion, la 2’-deoxycytidina se
convierte en 2’-deoxyuridina como resultado de la eliminacion de un grupo de Amino en

presencia de agua. Adaptada de [6]
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Se observo que las células T en reposo de érganos linfoides que presentaban la
proteina, eran mayoritariamente infectadas, en comparacion a las células T en
reposo de sangre periférica, que también la presentaban [6]. Estudios posteriores,
demostraron que existian dos tipos de complejos de hA3G, el de bajo peso
molecular que esta presente en la células T de sangre periférica, es
enzimaticamente activo y puede ser convertido a un complejo de alto peso
molecular, mediante la accion de varias citocinas, incluyendo IL-2 y IL-15, las
cuales estan presentes en el microambiente del tejido linfoide, este complejo pesa
aproximadamente de 5-15MDa vy la actividad antirretroviral de la proteina esta
altamente inhibida, razén por la cual las células de 6rganos linfoides son mas

permisivas a la infeccion [6, 64].

2.7.2.1.2. Genoma

El locus del gen de APOBEC contiene siete distintos genes, localizados en el
cromosoma 22 en humanos. Su expansion genética es llevada en tandem. Cuatro
genes (hA3B, hA3DE, hA3F y hA3G) muestran una duplicacion del dominio de

citidin deaminasa [62].

El ARNm de hA3G tiene aproximadamente 1.5 kilobases que codifica para 384
aminoacidos y el ADN linear tiene cerca de 8 Kilobases. Cuenta con ocho exones

y siete intrones [4, 65].

Figura7. Mapa genémico de la proteina APOBEC3G, se muestra la distribucion de exones
(no a escala)[4]
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2.7.2.1.3. Actividad antirretroviral

En ausencia de vif, hA3G es efectivamente incorporada a los viriones de VIH. Este
proceso requiere de interaccion con la nucleocapside de la poliproteina gag y con
el ARN viral. Si se incorporan 7+ 4 moléculas de hA3G a los viriones carentes de
vif, son suficientes para inhibir la replicaciéon durante la siguiente ronda de

infeccion. [6]

Esta proteina que tiene actividad de citidin-deaminasa, actua principalmente por
dos vias de accion, la de citidina dependiente, en la cual es capaz de inducir
numerosas mutaciones, convirtiendo la citosina en uracilo, empleando como
sustrato el DNA de cadena sencilla o cDNA viral, resultando en mutaciones de
guanina por adenina, lo que causa la degradacion del DNA viral debido al
reconocimiento por endonucleasas apurinica-pirimidinicas de sitios abasicos; o por
la aparicidn de hipermutaciones, afectando la replicacion del virus puesto que se

producen codones de paro.

La otra via es independiente de la actividad citidin-deaminasa, en este caso la
enzima actua por impedimento estérico, inhibiendo a la transcriptasa reversa
viral[6].

Figura 8. Acciones antivirales de hA3G, en ausencia de vif. Figura adaptada de [6]
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Esta actividad antirretroviral es neutralizada por vif (proteina viral que proporciona
infectividad al virus), que impide la incorporacion de hA3G en los viriones, tanto
por la inhibicion de su traduccion y/o por induccion de su ubiquitinacién y posterior

degradacion [28].
2.7.2.1.3.1. Actividad in vivo

En vivo, la importancia de la hipermutacion de hA3G como un agente de
proteccion de la patogénesis y de la progresion de la enfermedad por VIH sigue
siendo incierta. En un estudio se observé que los niveles de ARNm de hA3G en
PBMCs activados, tienen una relacion inversa con los niveles de ARN del VIH en
plasma y son proporcionales con el conteo de células T CD4". En contraste, un

grupo diferente de investigacion no ha encontrado ninguna correlacion [66, 67].

Por otra parte, un informe mostré un aumento considerable de ARNm de hA3G en
PBMCs y células de biopsia cervical de individuos expuestos seronegativos al VIH
y un informe independiente encontré6 que en PBMCs estimuladas de no
progresores a largo plazo, se han encontrado niveles de ARNm de hA3G
significativamente mayor que en controles de personas no infectadas o individuos
con VIH progresivo. Por ultimo, se encontré que los pacientes VIH+ que tiene baja
carga viral tuvieron una mayor expresion hA3G que los pacientes con alta carga
viral. Tomando en cuenta los estudios anteriores, se puede asociar una actividad
neutralizante del VIH por la actividad de hA3G [67].

2.7.2.1.4. Caracterizacion de forma genética en poblaciones

hA3G se puede considerar un factor importante del hospedero, que ademas de
conferir una resistencia intrinseca al VIH, podria actuar contra otros agentes
patdogenos que tienen un paso obligado de transcripcion inversa. Dada esta
importancia, se han reportado trabajos que analizan el gen de hA3G examinando

variantes de la regidon que podria modificar la transcripcion de la proteina.
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Se encontraron polimorfismos de una sola base, (single nucleotide polymorphisms
[SNPs]) y se analizaron sus efectos y haplotipos en varias cohortes de personas,
con caracteristicas muy particulares, siendo las mas comunes personas que no se
han infectado a pesar de su exposicion el VIH. Estas personas se denominan
personas expuesta seronegativas (ES) o personas altamente expuestas
seronegativas (HEPS por sus siglas en ingles Highly Exposed Persistenly
Seronegative). También se han hecho estudios con personas infectadas por el VIH
y que permanecen con niveles bajos de replicacion viral durante largos periodos

de tiempo, son los llamados “Controladores”.

En el trabajo descrito por Ping A. y

colaboradores (2004) se encontraron seis

SNP’s en el genoma de hA3G, se

analizaron sus haplotipos y efectos en

cinco cohortes de los Estados Unidos y

una Suiza para observar su influencia

sobre la progresion, obteniendo la

frecuencia alélica y gendmica de los

diferentes  polimorfismos. Con este

Figura 9. Curvas de supervivencia de Kaplan-  estudio, se encontré que el polimorfismo
Meier de progresion de VIH-1 a SIDA,

después de seroconversion para los tres no sindnimo ubicado en el exéon 4
genotipos de APOBEC3G-H186R en

Afroamericanos, se puede observar quesiel  (H186R, la substitucion resulta en el
alelo es homocigoto recesivo o heterocigoto,

el tiempo de progresion a SIDA es menor. cambio de aminoacido de histidina a
186H/H Homocigoto dominante; 186 H/R o
Heterocigoto; H 186R/R Heterocigoto arginina) que puede aparecer en forma

recesivo. Figura adaptada de [4] ) . ) i
homocigota recesiva y heterocigota, esta

relacionado con la rapida progresibn a SIDA y muerte en las personas
afroamericanas (ver figura 9).

En referencia a los haplotipos, se observd que se distribuyen de forma diferente
entre personas de ascendencia asiatica, Europea y Africana. Esto indica que los
haplotipos de hA3G, posiblemente fueron diferentes a través de eventos histéricos

o evolutivos en poblaciones geograficas. Los distintos origenes genéticos en las
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frecuencias alélicas y genémicas entre el mundo, pueden explicar, en parte, los

efectos especificos genéticos del VIH en la poblacion [4].

Por lo tanto en este proyecto caracterizamos genéticamente al promotor y al
exén 4 de la proteina hA3G en poblacion mexicana, tomando principalmente
cuatro cohortes de personas: donadores sanos, expuestos seronegativos, VIH
positivos y VIH+ con baja carga viral, debido a que los polimorfismos en el
promotor podrian estar relacionados con una mayor o menor expresion de la
proteina hA3G, ademas de que para el exdn 4 se han reportado efectos en el

tiempo de progresion a SIDA en otras poblaciones.
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3. JUSTIFICACION

El VIH es un problema de salud mundial, se estima que en el 2008 estaban
infectadas 33.4 millones de personas y que en ese mismo afo se infectaron
2.7 millones [68]. A pesar de que se han realizado grandes avances en la
investigacion de esta enfermedad, que ayudan al tratamiento del VIH, no se ha
encontrado una cura ni una vacuna.

En parte, podria deberse a una parcial incomprensién de los mecanismos que se
establecen entre el sistema inmune del hospedero y el VIH, por ello es una
necesidad estudiarlos, dentro de estos es importante profundizar en el
conocimiento de factores celulares que protegen al hospedero y que podrian ser

clave en el desarrollo de mejores estrategias terapéuticas.

En este estudio, nos enfocamos a la caracterizacion genética de la proteina
intracelular con actividad antirretroviral hA3G, en diversas cohortes de estudio, ya
que se ha observado que esta altamente expresada en personas VIH+ con baja
carga viral y en personas expuestas seronegativas, lo que da una pauta a conocer
el mecanismo por el cual se percibe una proteccidn y menor progresion a SIDA en

estas cohortes de personas.

Se ha estudiado la variacion genética de la proteina hA3G, en diferentes
poblaciones caracterizando diversos polimorfismos de una base (SNPs), algunos
de ellos, como el que se presenta en el exdén 4 (H186R) se relacion6 en poblacion

afroamericana infectada con VIH, con una mayor progresion a SIDA.

Es por ello que es importante caracterizar e identificar en poblacién mexicana,
polimorfismos de una base en diferentes cohortes de personas, que pudieran
relacionarse con el tiempo de progresion a SIDA o con la proteccion contra la
infeccion, este conocimiento podria ser de importancia en la prevenciéon de la

enfermedad y en el disefio de mejores estrategias terapéuticas para el VIH.
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4. HIPOTESIS

Se han encontrado polimorfismos en la proteina intracelular APOBEC3G y aun no
se ha determinado su asociacién con la susceptibilidad a la infeccién asi como con
el tiempo de progresion a SIDA, por lo tanto si se encuentran polimorfismos en la
region promotora y en el exoén 4 relacionados a alta expresion de hA3G, en
expuestos seronegativos y pacientes que son VIH+ con baja carga viral, se
asociara con la susceptibilidad a la infeccion y la rapidez del tiempo de progresién
a SIDA.
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5. OBJETIVOS

El Objetivo general es, caracterizar de forma genética a la proteina hA3G en
pacientes que son VIH+ con baja carga viral y en personas expuestas no
infectadas, como posible factor que limite la replicacion viral y confiera proteccién

contra la infeccion.

Objetivos particulares:

1. Detectar polimorfismos que afecten positiva o negativa, la expresién del gen
hA3G, analizando la region promotora y el exon 4 de esta proteina en

ambos grupos de pacientes.

2. Comparar la presencia de estos polimorfismos en personas infectadas con
el VIH con progresion normal o que no controlan la replicacién, asi como

personas sanas no infectadas como control.

3. Comparar las frecuencias gendmicas y alélicas de los polimorfismos

encontrados en nuestra poblacién, con otras reportadas.

4. Relacionar el tiempo de progresion a SIDA con el polimorfismo H186R.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.

Poblacion de estudio.

En este estudio se incluyeron varias cohortes de pacientes:

a)

Donadores Sanos (DS, n=50): Las muestras, se obtuvieron de un paquete
leucocitario del banco de sangre del INER, en donde se le realizaron
pruebas de deteccién a algunos agentes infecciosos, como es el caso de
hepatitis B, C y de VIH, asegurandose que resultaran libres de los mismos.
Personas infectadas con VIH (n=50): Se eligieron las muestras de personas
que no hubieran estado expuestos previamente a tratamiento antirretroviral
Fueron colectadas con consentimiento informado, de la cohorte de
pacientes del CIENI, INER.

La mediana de la carga viral fue de 13000 copias/mL en un rango de 1320-
750000copias/mL. La mediana del conteo de células CD4" fue de 108
células/mL, en un rango de 10-917células/mL.

Personas VIH+ con baja carga viral (n=12): Estos individuos presentan la
infeccion por el VIH, pero han mantenido bajos sus niveles de carga viral al
menos tres afos sin tratamiento antirretroviral. Fueron colectadas con
consentimiento informado, de la cohorte de pacientes del CIENI, INER.

La mediana de la carga viral fue de 5830copias/mL en un rango de 397-
9850 copias/mL. La mediana del conteo de células CD4" fue de 614
células/mL en un rango de 331-1097células/mL.

Personas expuestas seronegativas o altamente expuestas seronegativas
(HEPS, n=50): Estos individuos no presentan la infeccion por el VIH,
aunque son parejas de personas que si la presentan. Fueron colectadas
con consentimiento informado, de la cohorte de pacientes del CIENI, INER.
La mediana del conteo de células CD4" fue de 849 células/mL en un rango
de 548-1897 células/mL
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6.2. Almacenamiento de muestras

Posterior a la coleccion de sangre por puncion venosa, en un vacutainer con ACD
como anticoagulante, las muestras fueron procesadas inmediatamente para la
obtencion de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) utilizando la
separacion con gradiente de densidad de ficol, posteriormente se colocaron en
viales, a una concentracion de 5-10 millones de células; las que no fueron

utilizadas, se criopreservaron en nitrogeno liquido a -80°C.
6.3. Extraccién y purificacién de ADN.

Se realizé con el Kit de extaccidon Q/Aamp® DNA Blood Mini (QIAGEN, México),
las células deben ser lisadas para liberar el ADN, a continuacion se precipito el
con etanol al 100% y se coloco en la columna de silice gel, donde se utilizaron

varios buffers para eluirlo y purificarlo.

6.4. Cuantificacion de acidos nucleicos.
Se realizé con el equipo NanoDrop® ND-1000, el cual emplea un software, para
dar la concentracién y los valores de relacion 260/280 (ADN/Proteinas), que debe

ser mayor a 1.9 para asegurarse de la pureza del ADN extraido y purificado.

6.5. AMPLIFICACION (PCR)
6.5.1. Amplificacion de B-globina
Se realizd para comprobar la integridad del ADN. Se amplifica un fragmento del

gene de la B globina que cuenta con 251 pb.

Tabla 1Mezcla de reaccion para la amplificacion de B-globina

Componente 1x Concentracion final
Buffer 10x 5.0 1x
Mgcl, 50 mM 1.5 1.5 mM
dNTP’s 1.25 mM 8.0 0.2 mM
Taq 5U/uL 0.2 0.02 U/uL
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Primers 20pmol/pL 1 0.4 pmol/uL
Aguaf[pL]  -—— e
ADN [100 ng/pL]

Volumen final [uL] 50

--—-- Cantidad variable, de acuerdo al volumen al que se tenga que ajustar la

cantidad de ADN para que se obtenga una concentracién de 100 ng/uL

Tabla 2. Programa de amplificacion de la B-globina

Paso Temperatura [°C] Tiempo [s] Ciclos
94 5 1
94 10
Desnaturalizacién 60 10 3
72 30
94 10
Alineacioén 55 10 32
72 30
Extension final 72 420 1
4 0

Posteriormente a la amplificacion, se realizd una electroforesis en gel de agarosa
al 1,5%.

6.5.2. Amplificacion de la regién promotora de hA3G
Se amplificd la regidén promotora del gene de hA3G, que tiene 2219 pb, con los
primers 154F y 2373R.

Tabla 3 Mezcla de reaccion para la amplificacion de la region promotora de hA3G

Componente 1x Concentracion final
Buffer 10x 5.0 1x
Mgcl; 50 mM 2.0 2.0mM
dNTP’'s1.25mM 8.0 0.2 mM
Taq 5U/uL 0.2 0.02 U/uL
Primers 20pmol/pL 1 0.4 pmol/uL
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Agua[uL] - = e
ADN [100 ng/pL]
Volumen final [uL] 50

---- Cantidad variable, de acuerdo al volumen al que se tenga que ajustar el ADN,

para que se obtenga una concentracion de 100 ng/uL

Tabla 4 Programa de amplificacion de la regién promotora de hA3G

Paso Temperatura [°C] Tiempo [s] Ciclos
Desnaturalizacion 94 120 1
94 30
Alineacién 65 30 35
72 150
Extension final 72 420 1
Conservacion 4 0

6.6. SECUENCIACION

Su fundamento se basa en la técnica de Sanger, actualmente se colocan
marcadores fluorescentes durante la extension del ADN, utilizando
didesoxinucleétidos trifosfato (ddNTPs) como terminadores. Los fragmentos
generados son separados por electroforesis capilar en un secuenciador. Los
fluorocromos son excitados para que un sistema éptico capte la fluorescencia y un
sistema de cdmputo traduzca estas sefales a electroferogramas.

Este procedimiento se lleva a cabo mediante diversos pasos:

6.6.1. Purificacion de productos de PCR

Para llevar a cabo la reaccion de secuenciacion de amplificados del promotor de
hA3G, deben de estar previamente purificados, es decir libres de restos de
primers, dNTPs, enzimas y demas compuestos utilizados en la PCR, para ello se
manejo el Kit QIAquik PCR purification® (QIAGEN, México).

Posteriormente a la purificacion, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al

1,0% y de acuerdo a la intensidad de la banda comparada con la de los
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marcadores de peso molecular y el volumen que se tomé de las muestras, se

calculd la concentracion de ADN.

6.6.2. Reaccidén de secuenciacion.
Se llevé a cabo con los amplicones purificados, el kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, USA) y los primers: 902F, 1581F, 930R,
1617R, 2373R, este arreglo de primers se asegura que la mayor parte del
fragmento del promotor este cubierto.

Se realizé la mezcla de reaccion para secuenciacidon como sigue:

Tabla 5 Mezcla de reacciéon de secuenciacion.

Componente 1x Concentracién final
Big Dye 3.1 20 -
Primers 2pmol/pL 1.0 0.4 pmol/uL
Aguafpr]  -—— -
ADN [20 ng/uL]

Volumen final [uL] 5.0

---- Cantidad variable, de acuerdo al volumen al que se tenga que ajustar el ADN.

Tabla 6. Programa de amplificacion de la reacciéon de secuenciacion.

Paso Temperatura [°C] Tiempo [s] Ciclos
Desnaturalizacién 96 60 1
96 10
Alineacién 50 0.05 35
60 4
Extension final 4 0 1
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6.6.3. Purificacion de reaccién de secuenciaciéon

Para llevar a cabo la secuenciacién, los productos de la reaccién de secuenciacion
deben de estar previamente purificados de los ddNTPs no empleados en la
reaccion, para ello se colocaron 13uL de una mezcla de Etanol/Acetato (2.5
volumenes de etanol al 100% y 10% de acetato de sodio 3M pH=5.2) y se
centrifugaron a 2000g por 20 minutos, posteriormente se retird el exceso de la
mezcla y se afiadieron 35uL de etanol al 70%, se centrifug6b a 2000g por 5
minutos, a continuacion se retird el exceso de etanol y se colocaron 20 pyL de
formamida en los carriles ocupados para evitar la formacion se estructuras
secundarias y permitir la separacion de los fragmentos por tamafio. A continuacién

se coloco la placa en el secuenciador.

6.6.4 Secuenciacién automatizada
Se utilizé el equipo ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA) con el polimero POP-6 como fase estacionaria. Todo el
procedimiento se llevd a cabo de acuerdo a las instrucciones en el manual de

operacion.

6.6.5. Analisis y alineacion de secuencias

Los electroferogramas obtenidos con los primers 902F, 1581F, 930R, 1617R,
2373R, se revisaron individualmente con el objetivo de observar que la secuencia
fuera legible. Para el posterior ensamblaje e identificacion de polimorfismos, se
utilizaron los programas BioEdit y Staden Package.

Posteriormente se realizaron las alineaciones con el programa, Clustal X2, en
donde se identificaron los polimorfismos en las poblaciones de estudio,
comparando los consensos de las muestras con la secuencia reportada en el sitio

electronico del NCBI.
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6.7 DISOCIACION DE ALTA RESOLUCION DE DNA (HIGH-RESOLUTION
MELTING, HRM).

La técnica caracteriza muestras de ADN bicatenario segun su comportamiento de
disociacion. Este analisis es similar al de la curva de qPCR, pero proporciona
informacion para una gama mas amplia de aplicaciones.

Las muestras pueden ser discriminadas de acuerdo a diversos parametros:
arreglos a la secuencia, longitud, contenido de Guaninas-Citocinas o cambios de
una base. Es por ello, que esta metodologia fue utilizada para detectar el
polimorfismo H186R ubicado en el exén 4.

Antes de realizar analisis de HRM, la secuencia debe amplificarse para alcanzar
un alto numero de copias, ademas para que el colorante EvaGreen se enlace al
ADN de doble cadena y fluorezca. De tal manera que el cambio de fluorescencia
puede utilizarse para medir el aumento de la concentracion de ADN.

Para realizar el analisis de HMR, se aumenta la temperatura y la fluorescencia del

colorante EvaGreen se mide continuamente conforme a este incremento.

EvaGreen

EvaGreen es un colorante fluorescente que se enlaza selectivamente a ADN de
doble cadena. La absorbancia maxima es de 500 nm (con DNA enlazado) y la
emision maxima es de 530 nm. Esto permite una facil deteccién de EvaGreen en
los filtros de programacion para el analisis de HRM. Tiene una afinidad de enlace
similar para las regiones que son ricas en guanina-citocina y en adenina-timina,
aparentemente con ninguna preferencia. Por ello EvaGreen es un colorante ideal

para realizar el analisis de HRM.

6.7.1. Mezcla de reaccion para PCR de HRM

Los componentes incluyen la polimerasa, buffer para PCR, soluciones-Q y dNTPs.
La polimerasa HotStarTaq Plus, es una forma modificada de QIAGEN de la Taq
polimerasa, se proporciona en un estado inactivo y no hay actividad enzimatica en
temperatura ambiente, por lo tanto evita artefactos, lo que permite alta

especificidad.
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Los primers utilizados fueron: 186FHRM (8468 Forward) Y 186FHRM (8469

Reverse)

Tabla 7 Programa de amplificacion del exén 4 en el equipo de HRM

Componente 1x  Concentracioén final
2x HRM 125 -
Primers 20 pmol/yL 0.875 0.7 pmol/uL
Aguafpr]  -— -
ADN [100 ng/pL]

Volumen final [uL] 25.0

---- Cantidad variable, de acuerdo al volumen al que se tenga que ajustar el ADN.

Los ensayos para detectar el polimorfismo H186R se corrieron en el equipo Rotor-
Gene Q® de Qiagen, como controles se utilizaron: secuencia Homocigota
dominante (AA), heterocigota (AG) y homocigota recesiva (GG).

Las secuencias de las cuales se tenian duda, se secuenciaron llevando a cabo el
procedimiento anterior, para confirmar la identidad de la base relacionada con el

polimorfismo.

6.8. Recopilacion de datos de expresion de hA3G, CD4" y carga viral.
Los niveles de hA3G de los pacientes conteo de células CD4", y carga viral se
obtuvieron del trabajo de Vazquez et al. [67], que se realiz6 con estas mismas

muestras.

6.9. Analisis estadistico.

Los datos de los polimorfismos identificados en el promotor y en el exén 4 en las
poblaciones de estudio, se analizaron con ayuda del software StatView® mediante
la prueba estadistica de Kruskal Wallis, relacionandolos con la carga viral, conteo
de células CD4 y expresion del gene hA3G. Tratando de agrupar los polimorfismos

por grupos de estudio y observando si se presentaba diferencia significativa.
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6.10. Calculo de frecuencias alélicas y genémicas.

Se realizé de acuerdo a las siguientes formulas:

Numero de personas que presentan ese genotipo

Frecuencia genomica =
Numero de personas totales

Frecuencia alélica para el alelo 1

_ 2(Frecuencia del alelo homocigoto 1) + frecuencia del alelo heterocigoto

~ 2(Frecuencia del alelo homocigoto 1 + frecuencia del alelo homocigoto2)

Frecuencia alélica para el alelo 2

_ 2(Frecuencia del alelo homocigoto 2) + frecuencia del alelo heterocigoto

~ 2(Frecuencia del alelo homocigoto 1 + frecuencia del alelo homocigoto2)

Las frecuencias obtenidas, se compararon con las reportadas en otras

poblaciones.
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7. RESULTADOS.
7.1 Poblacién de estudio.
El numero de pacientes en las cohortes de

distribucion:

Distribucion de Cohortes

Resultados

estudio, tuvieron la siguiente

60
Cohorte Personas 5.
Donadores sanos 50 § 40 -

(DS) &
Expuestos seronegativos 54 0 30
(HEPS)

VIH+ con baja carga 12 z
viral (LVC) 10
VIH + 48 o)

Total 164

HEPS DS VIH positivos  LVC
Cohortes

Tabla 10 y Grafica 1. Namero de personas
distribuidas en cada cohorte de estudio.

7.2 ldentificacién de polimorfismos en el promotor de APOBEC3G

Para comprobar la integridad del DNA de las muestras se amplificd el gene de la

B-globina. En todas las muestras se amplificd este gene constitutivo, lo cual nos

permitié la posterior identificacién de los polimorfismos en el promotor y el exén 4

1 2 3 4 5 6 7 8
DS1 DS2 DS3 Ds4 DS5 DS6 C- MPM

—— 500pb
—— 400pb

— 300pb
— 200pb

—— 100pb

de hA3G. En la figura 10 se
ejemplifica la amplificacion
de B-globina en 6 muestras

de donadores sanos

Figura 10. Gel representativo de la
amplificacion del gene de Ia
B-globina con 249 pb. Se exponen
muestras de donadores sanos, las
bandas representan la presencia del
gene antes mencionado
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Posteriormente se amplifico el gene del promotor de hA3G en las muestras a
analizar. El producto de amplificacion obtenido con los iniciadores 154F y 2373R
fue de 2219 pb el cual comprende la mayoria del promotor de la proteina y el inicio

de la transcripcion. Con los amplicones obtenidos se realizé la secuenciacion.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C- DS1 DS2 DS3 DS4 DS5 DS6 DS7 DS8 DS9 DS10 MPM

— 2642pb 132ng
= 1500pb  75ng
= 1000pb  50ng

2219ph w=—p

500pb  25ng
= 400ph 20ng
= 300pb 15ng
= 200pb 10ng
100pb 5ng

Figura 11 Gel representativo de la amplificaciéon del gene del promotor de hA3G, que cuenta con 2219 pb.
Se exponen muestras de donadores sanos, las bandas representan la presencia del gene antes
mencionado. Al costado derecho se muestran las concentraciones de las bandas del marcador de peso
molecular XVI de Roche®

A continuacion, se realizé la reaccion de secuenciacién y purificacion, para su
posterior analisis en el secuenciador. Los graficos de secuencia de ADN o
electroferogramas se ensamblaron en los programas BioEdit y Staden Package,
en donde se cred una secuencia consenso que cubre el gene promotor de hA3G.
Para la identificacion de los polimorfismos se empleé la nomenclatura de la
IUPAC: G o0 A=R; C o T=Y; C o A=M; T o A=W; G o T=K; G o C=S;
AoGoCoT=N
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W Lock  Colmnc[1 2[3]4] Rows: 1|35 6] [ Showcorfiderce  ave sethngs‘ V' Compact Close | Help »»
1577 p/ hATGIN_G04_CUL_1617R_14
Wy

i g@%
CACAATGGCTTAGCT CTGGCY GAGARGGCCTGACACTGACCT CAGATGATCCACCTGCCT CGG

E00 90 f550 570 560 50 540
4 11 3

14277 p / KAGII_GT_CUIL_902F 13
¥

]

L =

E='2 At

TCACAA TG GC TTAGC TCTCGCTGAGAPBGCCTGACACTGACCTCAGATGATCCACCTGCCTCGGC
a i 30 40 a B0 L

4 Lk 3

Fosition 489, Base C, Confidence 33 (1/0.000501187)

Figura 12. Deteccion de polimorfismos en el software Staden Package. Se muestran
electroferogramas con la secuencia consenso de una persona expuesta seronegativa, se muestran
dos polimorfismos, sefalados por el rectangulo, el primero ubicado en la posiciéon 344 del consenso
donde se observa una sobre posicion de las bases G y C, por lo cual se le denominé “S” y el segundo
en la posicion 346, se observa que las bases sobrepuestas son Ay C, de acuerdo a la nomenclatura se

le denominé “M”.

Posteriormente se utilizé el programa Clustal X2 y Bioedit para la alineacion e

identificacion de polimorfismos.

ioEdit Sequence Alignment Editor

File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA WarldWide Web  Options Window Help

;‘ C:\Documents and Settings\Guadalupe'\Escritoriollo que tenia en el escritorio 240909'secuencias de pacientes\Alineaciones\ALINEAMIENTOhA3G.bdt
= [Coretien =1 =] B 156 total sequences
Mode: [Select /Slide = Selection:0 Sequence Mask: None et o

Position: 2 h&3G_DS1 4 Mumbering Mask: Nane ruler at:
» TTas Serall L« |
g 10D & oo| -+ = SR EEE TN ft grE GBSl e

hA3Gpromoto
Dal
DaZ
Dal
D34
Das
D6

3
3

Da7
DE8
DE%
D&10
pell
DE1Z
pel3
D314
Dg15
Dg55
D856
DE57
D&58
p&z0
DEZL
pazz
DEZ3
pazd
D325
D3Z6
Daz7
pgz8
Dsz9
psa0
D31
DE51
D&33
DHE5Z T
KT ] D1

o [ 2]

Figura 13. Muestra de alineamiento realizado en Clustal X2 y visualizado en el programa Bioedit. En la
posicion 868 se muestra un polimorfismo resaltado en color purpura, denominado con la letra “R”.
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A partir del andlisis de las secuencias se detectaron 14 polimorfismos en la region
promotora de hA3G, sin embargo se analizaron solo los 7 polimorfismos (Figura
14) que tuvieron una frecuencia de al menos 3.0%.

La mayoria de los polimorfismos analizados se encontraron reportados en la base
de datos del NCBI.

-1218 G/C

l PROMOTOR

f f

-1840 AIT -1477 G/C -1215C/A 827 GIC 346 G/C

--1226 G/IT

Figura 14. Polimorfismos identificados en la poblacion de estudio, en el promotor. Se muestran los
siete polimorfismos estudiados y los nucleoétidos implicados.

Numero de Polimorfismos

Posicién

W.-1840 W-1477 W-1226 M-1218 W-1215 M -g827 M -346

Grafica 2 Frecuencia de los polimorfismos identificados en el promotor en toda la poblacion de
estudio.

7.3 Analisis estadistico de los polimorfismos en el promotor de hA3G
presentes en las diferentes cohortes de pacientes.

Para conocer si habia relacion entre la cantidad de polimorfismos y los grupos de

pacientes en estudio, se compard el numero de los polimorfismos en los pacientes
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que son VIH+ con baja carga viral y en personas expuestas no infectadas con
respecto a personas infectadas con el VIH con progresion normal. Como control

se emplearon a personas sanas sin exposicion al VIH.

En la siguiente grafica se muestra el numero de polimorfismos encontrados en

cada cohorte estudiada.

Numero de polimorfismos
[$,]

DS HEPS LvC VIH+

Grafica 3. Nimero de polimorfismos del promotor en cada cohorte.
DS: Donadores Sanos; HEPS: Expuestos seronegativos expuestos o altamente expuestos; LVC: VIH+ con
baja carga viral; VIH+: personas infectadas con VIH.

Podemos observar que no hay diferencias significativas (p=0.11) entre las
diferentes cohortes y el numero de polimorfismos. Lo cual significa que no hay una

relacion entre el nimero de polimorfismos y las diferentes cohortes.
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Para conocer si la expresion de hA3G era determinada por la presencia o
ausencia de alguno de los polimorfismos encontrados en el promotor, se relacioné
la expresién del ARN mensajero (ARNm) con la presencia de cada uno de los

polimorfismos estudiados.

En las siguientes graficas (4-10) se muestra la expresion de hA3G con respecto a
cada polimorfismo, asi como el porcentaje de los alelos formados en cada grupo

de pacientes.

Grafica 4. Analisis del polimorfismo A-1840T.

Expuestos
ﬁz— \ KWOD_onadores Sanos \ /100 _ seronegativos \
] © 807 o 80 :
1 0 ] % 60 - % 60
] < <
- (4 40 - o 40
o o
© 87
< 20 20
£ ] ]
8 6] T ol e—
a al a alt t
g —‘7 \> Alelos / \ Alelos /
5 4
g : ﬁl:;; con baja carga viraT\ /100 ) VIH+ \
X2
4 80 - 80 -
— 2 5
0 § 60 | g 60
E 40 & 40-
-2 ' ‘ ' / 20 - 20
a at t i
P _
a alt t a alt t
A. Relacién de la expresion del ARNm de hA3G \\ Alelos  J  \__ Alelos _/
y el polimorfismo A-1840T.
a (A/A): Alelos homocigotos dominantes. at: B. Porcentaje de de alelos del polimorfismo
Alelos heterocigotos. t(T/T): Alelos homocigotos  A-1840T, de acuerdo a cada cohorte de estudio
recesivos

Al relacionar la expresion del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo
A-1840T, no se encontrd diferencia significativa entre las personas con diferentes
alelos AA, AT o TT y la expresion de hA3G (p=0.66). Asi mismo se observé que no
hay diferencias en los grupos de estudio y la frecuencia de alelos con este

polimorfismo.
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Grafica 5. Analisis del polimorfismo A-1477G.
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hA3G y el polimorfismo A-1477G. B. Porcentaje de de alelos del polimorfismo
a (A/A): Alelos homocigotos dominantes. A-1477G, de acuerdo a cada cohorte de estudio
ag: Alelos heterocigotos. g (G/G): Alelos
homocigotos recesivos

Al relacionar la expresion del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo
A-1447G, no se encontro diferencia significativa entre las personas con diferentes
alelos AA, AG o GG y la expresion de hA3G (p=0.56).

Se observé que hay diferencias en la frecuencia de alelos en el grupo de los

expuestos seronegativos con respecto a los demas grupos.
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Grafica 6. Analisis del polimorfismo C-1226T.
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B. Porcentaje de de alelos del polimorfismo
C-1226T, de acuerdo a cada cohorte de estudio

Al relacionar la expresiéon del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo

C-1226T, no se encontrd diferencia significativa entre las personas con diferentes

alelos CC, CT o TT y la expresién de hA3G (p=0.51). Asi mismo no se observaron

diferencias entre los grupos de estudio y la frecuencia de alelos con este

polimorfismo.
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Grafica 7. Analisis del polimorfismo C-1218G.
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Al relacionar la expresiéon del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo
C-1218G, no se encontro diferencia significativa entre las personas con diferentes
alelos CC, CG o0 GG y la expresion de hA3G (p=0.36).

Se observaron diferencias en la frecuencia de alelos en el grupo de las personas

VIH+ con baja carga viral, con respecto a los demas grupos.
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Grafica 8. Analisis del polimorfismo A-1215C.
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Al relacionar la expresion del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo
A-1215C, no se encontré diferencia significativa entre las personas con diferentes
alelos AA, AC, AG o CC y la expresion de hA3G (p=0.51).

Se observaron diferencias en la frecuencia de alelos en el grupo de las personas

VIH+ con baja carga viral, con respecto a los demas grupos.

55



Resultados

Grafica 9. Analisis del polimorfismo C-827G
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Al relacionar la expresion del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo
C-827G, no se encontd diferencia significativa entre las personas con diferentes
alelos CC o CG y la expresion de hA3G (p=0.95). Asi mismo se observé que no
hay diferencias en los grupos de estudio y la frecuencia de alelos con este

polimorfismo.
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Grafica 10. Analisis del polimorfismo C-346G
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Al relacionar la expresiéon del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo

C-346G, no se encontré diferencia significativa entre las personas con diferentes
alelos CC, CG o0 GG y la expresion de hA3G (p=0.32).

Se observaron diferencias en la frecuencia de alelos en el grupo de las personas

VIH+ con baja carga viral, con respecto a los demas grupos.
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7.4 Analisis estadistico de los haplotipos elaborados a partir de los polimorfismos en el promotor de hA3G
presentes en la poblacion estudiada

Para conocer si la asociacion de diferentes polimorfismos afecta la expresion de hA3G, se formaron haplotipos y se

analizé la presencia de estos en los diferentes grupos de pacientes.

En la grafica 11 se muestran los haplotipos encontrados, en primer lugar se encuentra el haplotipo que tiene los alelos

homocigotos dominantes, que fue el mas frecuente en la poblacion estudiada.
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Grafica 11. Frecuencia de haplotipos que se realizaron con los polimorfismos encontrados en el promotor. En color rojo se muestran los seis mas
frecuentes. En color azul los que no son tan representativos. En la parte inferior de muestran las bases relacionadas con los sitios de los
polimorfismos.
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Para conocer si alguno de los haplotipos estaba relacionado con una cohorte en
especifico, se reviso la distribucion de los haplotipos en los diversos grupos de estudio

(grafica 12)

ﬂ— Expuestos Seronegativos \ / 1 Donadores Sanos \

=
1
Numero de haplotipos

Numero de haplotipos
Il

o
1

12 345 6 7 8 9101112 13 1415 16 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27
Haplotipos

VIH+ con Baja Carga Viral \

123 456 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Haplotipos

VIH+ \

-

)
=Y

N
S
L
]
S
I

=
| L
o

|

o
I

Nuamero de haplotipos
3
L 1 L

Numero de haplotipos

o
1
o
\

. oA o

12345678 9101112 13141516171819 20 2122 23 24 252 27 12345678910 101213181516 1718192020 2232052567
\ Haplotipos Haplotipos /

Grafica 12. Frecuencia de haplotipos en las diferentes cohortes. Los haplotipos esta numerados, segun la
grafica 11.

o
| L

Al relacionar las variables, se encontré que la frecuencia del haplotipo homocigoto
dominante es predominante entre las cohortes, con excepcion de las personas que son
VIH+ con baja carga viral, en donde se observa una distribucion homogénea entre los

haplotipos que hay en la cohorte.

Con respecto a las demas cohortes, se observa que siguen el mismo patrén de
comportamiento de frecuencias que tiene la grafica 11, en donde los primeros
haplotipos son los que tienen mayor frecuencia y va disminuyendo conforme el numero

de haplotipo va aumentando.
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Para conocer si existe correlacion entre los haplotipos formados con la expresiéon de
ARNm de hA3G, carga viral y conteo de células T CD4", se analizaron los haplotipos

con cada uno de estos parametros (graficas 13, 14 y 15).

Los haplotipos mostrados en las graficas se encuentran numerados de acuerdo a la

grafica 11.
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Grafica 13. Relacion de la expresion de hA3g con haplotipos.
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Grafica 14. Relacion de la carga viral con haplotipos
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Grafica 15. Relacion de conteo de células T CD4" con haplotipos

Al realizar la correlacion de los haplotipos con la expresion de ARNm de la proteina
hA3G (p=0.89), la carga viral (p=0.26) y con el conteo de células T CD4" (p=0.69), no
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se encontro alguna diferencia significativa, lo cual nos indica que los haplotipos no se

asocian con la proteccion o progresién a la infeccion por VIH.

Para conocer si el numero de polimorfismos presentes en un haplotipo estaban
asociados con la expresiéon de hA3G, se analizaron los haplotipos con la cantidad de
polimorfismos y se relacionaron con la expresién de ARNm de hA3G. En las siguientes
graficas (16 y 17), se tomaron en cuenta los polimorfismos en los seis haplotipos con
mayor frecuencia y se compararon con la secuencia consenso (el haplotipo homocigoto

dominante), considerando los siete polimorfismos.

Para la interpretacion de estas graficas, se puede analizar el siguiente ejemplo: en el
caso del haplotipo homocigoto dominante (niumero 1 en la grafica 11) los pares de
alelos implicados son: A-A; A-A; C-C; G-G; A-A; C-C; G-G. De tal manera que si hay
cambio en alguna de las bases de los pares de alelos, este cuenta como polimorfismo.
En el haplotipo 9 de la grafica 11: A-T; A-G; C-C; G-C; A-A; C-C; G-G se tienen 3
polimorfismos, este resultado coloca a este haplotipo en la barra denominada con el
numero tres del eje que representa el numero de polimorfismos. Posteriormente, estos
se relacionaron con expresion de hA3G y carga viral, para observar si se presentaba

alguna correlacion.
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Expresion de hA3G
S
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Grafica 16. Relacion de Numero de polimorfismos de haplotipos mas frecuentes con la expresion de hA3G.
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Grafica 17. Relacion de Numero de polimorfismos de haplotipos mas frecuentes con la carga viral.

Al relacionar los haplotipos mas frecuentes con la expresion de ARNm de la proteina
hA3G (p=0.81) y con la carga viral (p=0.67), no se encontré alguna diferencia
significativa, lo cual nos indica que estos haplotipos no se asocian con la proteccion o
progresion a la infeccion por VIH.

Al observar que los haplotipos de mayor frecuencia contaban con alelos que se repetian
en las mismas posiciones, se decidié omitirlos y tomar en cuenta los primeros cuatro
polimorfismos (-1840, -1477, -1226, -1218), para determinar si estos se asociaban con
la expresion de ARNm de hA3G y/o con la carga viral. Para ello, se compararon con la
secuencia consenso (primeros cuatro polimorfismos del haplotipo homocigoto
dominante); en este caso, se consideraron los alelos de forma individual, esto quiere

decir que se tomaron en cuenta ocho sitios para el polimorfismo.

Para la interpretacion de estas graficas, se puede analiza el siguiente ejemplo: en el
caso del haplotipo homocigoto dominante, los alelos son: A-A; A-A; C-C; G-G. De tal
manera que si hay cambio en alguna de las bases de los alelos, este cuenta como
polimorfismo. En el haplotipo 9 de la grafica 11: A-T; A-G; C-C; G-C se contaria con 3
polimorfismos, este resultado coloca a este haplotipo en la barra denominada con el

nuamero tres del eje que representa el numero de polimorfismo, (graficas 18 y 19).
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Grafica 18. Relacion de Numero de polimorfismos de los haplotipos mas frecuentes con los cuatro
polimorfismos mas variables con la expresiéon de hA3G.
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Grafica 19. Relacion de Numero de polimorfismos de los haplotipos mas frecuentes con los cuatro
polimorfismos mas variables con la carga viral.

Al relacionar los cuatro polimorfismos mas variables de los haplotipos mas frecuentes,
con la expresion de ARNm de la proteina hA3G (p=0.55) y con la carga viral (p=0.43),
no se encontrd alguna diferencia significativa, lo cual nos indica que no se asocian con
las la proteccién a la infeccion por VIH o progresion a SIDA.
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7.5 ldentificacion de polimorfismos en el exén 4 de hA3G.
Como se menciond con anterioridad, la deteccion de este polimorfismo se realizé con el
analisis de HRM, introduciendo un control homocigoto dominante A/A, un heterocigoto

A/G y un homocigoto recesivo G/G (ver figura 15).

Control homocigoto

/ recesivo (G/G)

Control
heterocigoto (A/G)

Mormalized minus Heterocigoto

Muestras
homocigotas
dominantes (A/A)

Control homocigoto
dominante (A/A)

Figura 15. Analisis de HRM para la identificacion del polimorfismo H186R. Se introdujeron tres controles, la
grafica se muestra normalizada por el control heterocigoto (AG) localizado en el centro, en la parte superior
el homocigoto recesivo (GG) y en la parte inferior el homocigoto dominante (A/A), se observa que las
muestras en esta corrida tienen el mismo patréon de comportamiento que el control anteriormente
mencionado.

En la figura anterior se ejemplifica una corrida con el equipo de HRM, en donde la
deteccion del polimorfismo se baso en los tres controles introducidos, en la grafica se
muestra el control heterocigoto (AG) localizado en el centro, en la parte superior el
homocigoto recesivo (GG) y en la parte inferior el homocigoto dominante (A/A), se
observa que las muestras de esta corrida tienen el mismo patron de comportamiento
que el control anteriormente mencionado, por lo cual se puede concluir que estas

muestras tienen en su secuencia los alelos homocigotos dominantes (A/A).
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En algunos casos, se confirmé la identidad de la base que estaba involucrada en
el polimorfismo H186R del exdn 4, por medio de secuenciacion de un fragmento

del gene en el exon 4.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
C- MPM DS9 DS29 29 370 476 FMH

1353pb——
1078pb—
872pb——

603pb——

310pb ——
381pb —

234pb —
194pb —

> Aproximadamente

118ph ——
P 100pb

Figura 16. Amplificacion de una region del exén 4 que contiene el polimorfismo H186R, El producto de
amplificacion obtenido con los iniciadores 8468F y 8469R fue de aproximadamente 100 pb. Se
exponen algunas muestras, en las cuales no quedé clara la identificacion de la base relacionada con el
polimorfismo, para llevar a cabo la secuenciacion.

Posteriormente de que se confirm¢ la identidad de la base, se observd la
distribucion de alelos en el polimorfismo del exén 4 en la poblacién de estudio,

esta se muestra en la siguiente tabla y grafica.

160

Alelos Personas §{ ., | i
t

Homocigoto dominante 155 § 120 7 -
(A/A) T 100 L
Heterocigoto 8 S 0] i
(AIG) k
Homocigoto recesivo 1 B ol i
(G/IG) [ V

alg g

Tabla 11 y Grafica 20. Distribucion de alelos en polimorfismo de exén’4 Alelos
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7.6 Analisis estadistico del polimorfismo H186R en el exon 4 de hA3G
presentes en las diferentes cohortes de pacientes.

Para saber si la expresion de hA3G es afectada por la presencia o ausencia del
polimorfismo H186R en el exdn 4, se relaciono la expresiéon del ARN mensajero

(ARNm) con la presencia del polimorfismo.

En la grafica 21 se muestra la expresion de hA3G con respecto a cada
polimorfismo, asi como el porcentaje de los alelos formados en cada grupo de

pacientes.

Grafica 21. Analisis del polimorfismo H186R en el exén 4.
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B. Porcentaje de de alelos del polimorfismo
H186R del ex6n4, de acuerdo a cada cohorte de
estudio

Al relacionar la expresién del ARNm de hA3G con la presencia del polimorfismo
H186R en el exdn 4, no se encontré diferencia significativa entre las personas con
diferentes alelos AA, AG o GG y la expresiéon de hA3G (p=0.70). Asi mismo
podemos observar que no hay diferencias en los grupos de estudio y la frecuencia
de alelos con este polimorfismo.
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7.7. Calculo de frecuencia alélica y genémica de los polimorfismos

Con los datos de frecuencia poblacional que se obtuvieron acerca de los
polimorfismos, se realizé el célculo de proporciones de los diferentes alelos en
cada locus, para poder compararlos con las frecuencias gendmica y alélica de
otras poblaciones, que se encuentran reportadas en la base de datos del NCBI. En
las tablas 12 y 13 se pueden observar las frecuencias alélicas y gendmicas de

nuestra poblacion comparadas con poblaciones europeas y africanas.

7.7.1. En promotor de hA3G

Tabla 12. Frecuencia alélica y genémica de polimorfismos en el promotor

Posicion del . o . T
. . Grupo Frecuencia genémica Frecuencia Alélica
polimorfismo N

C/C C/G G/G C G

Europeo 0.318 0.682

Africano 30 | 0.250 0.375 0.375 0.438 0.562

346 Mexicano 164 | 0.139 0.351 0.51 0.363 0.637
ciC CIG G/IG C G

Europeo 44 | 0.800 0.200 0 0.318 0.682

Africano 44 0.929 0.071 0 0.438 0.562

o Mexicano 164 | 0.952 0.048 0 0.954 0.046

AAA AC AG CIC A G [

-1215 Mexicano 164 |0.649 0.29 0.006 0.0548| 0.729 0.005 0.266

G/G CIG ciC G C

-1218 Mexicano 164 | 0.476 0.439 0.085 0.636 0.364

CiC CIT T/T C T

-1226 Mexicano 164 | 0.951 0.043 0.006 0.953 0.047




Resultados

AIA AIG GIG A G
Europeo 36 | 0.278 0.500 0.222 | 0.528 0.472
Africano 30 0 0.067 0933 | 0.033 0.967
1477
Mexicano 164 | 0.465 0.432 0.103 | 0.629 0.371
AIA AIT TIT A T
Europeo 44 | 0.955  0.045 0 0.977 0.023
-1840 Africano 44 | 0.727  0.276 0 0.864 0.136
Mexicano 164 | 0.96  0.033  0.007 | 0.961 0.039

7.7.2. En el ex6n 4 de hA3G

Tabla 13. Frecuencia alélica y genémica del polimorfismo en el exén 4

Frecuencia Alélica

Frecuencia genémica

A/A A/G GIG A G
0.933 0.050 0.017 | 0.958 0.042
Asiatico 88 0.932 0.068 0 0.966 0.034
Africano 120 0.283 0.500 0.217 | 0.533 0.467
Mexicano 164 0.903 0.091 0.006 | 0.911 0.089

Se pueden observar diferencias en las frecuencias alélicas y genomicas en los

polimorfismos A-1477G del promotor y el H186R del exdn 4, los contrastes se

observan con respecto a la poblacion africana.

Cabe senalar que de acuerdo con la base de datos de la NCBI, se encontré un

nuevo polimorfismo (C-1226T) en la poblacién mexicana analizada.
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8- DISCUSION.

8.1. Poblacion de estudio

Esta bien caracterizado, que la proteina intracelular hA3G es un factor protector
contra el VIH in vitro, pero aun falta precisar cual es su comportamiento in vivo. Es
por ello que en este trabajo se describe la caracterizacion genética de la proteina,
analizando los diferentes polimorfismos en varias cohortes de pacientes:
donadores sanos, en los cuales se observo la distribucién de polimorfismos y se
compararon con los de las demas cohortes; personas VIH positivas sin tratamiento
antirretroviral, con quienes se compar6é si el efecto de los polimorfismos
encontrados podia relacionarse con la infeccion de manera negativa o positiva; las
personas VIH+ con baja carga viral (LVC), se incluyeron en este estudio debido a
que han mantenido niveles bajos de virus en plasma durante prolongados
periodos de tiempo sin tratamiento antirretroviral, razén por la cual se analizé si
los polimorfismos en la proteina hA3G estaba asociados con baja carga viral y una
progresion lenta hacia el SIDA; y por ultimo a las personas altamente expuestas
seronegativas (HEPS), que como se ha mencionado, han estado expuestas al
virus y no se han infectado, con esta cohorte se analiz6 si los polimorfismos estan
asociados con una mayor expresion de la proteina y por lo tanto como un factor

protector ante el VIH.
8.2. Polimorfismos en el promotor de hA3G

Los polimorfismos se examinaron en diferentes locus de la proteina hA3G. En la
region promotora, se analizaron siete polimorfismos que obtuvieron una frecuencia
minima del 3%; cabe sefalar que se encontraron en total 14 polimorfismos, pero la
seleccion de los que se analizaron se realizdé en base a la frecuencia y a que se
encontraran reportados en la base de datos del NCBI. En el caso del polimorfismo
C-1226T, se analiz6 debido a la frecuencia que presentaba en la poblacion de

estudio (5%), aunque no se encontrara reportado.

Se analizé la regidon promotora, debido a que es un sitio de gran importancia para

la transcripcidn de la proteina, en la que podrian implicarse algunos polimorfismos
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en sitios de activacion transcripcional, que pueden relacionarse con la alta o baja

expresion de hA3G [69] en las cohortes de pacientes.

Se deseaba observar el efecto de los polimorfismos en los grupos de pacientes
debido a que Vazquez y colaboradores mostraron que los niveles de expresion de
hA3G fueron mayores en personas VIH+ con baja carga viral y en expuestos
seronegativos, en comparacion con individuos sanos e infectados por VIH,
ademas se encontré una significativa correlacion inversa entre niveles de ARNm
de hA3G -carga viral y una correlacién positiva con el conteo de células T CD4"
[67], en base a ello se realizé el analisis estadistico para observar si este efecto
estaba asociado a los polimorfismos encontrados en cada una de las cohortes
estudiadas, sin embargo no se encontrd diferencia significativa entre las cuatro

cohortes manejadas y el numero de polimorfismos (grafica 3).

Posteriormente se realizé un analisis con cada sitio polimérfico, relacionandolo con
la expresion de hA3G, para observar si de manera individual, los polimorfismos
podrian afectar la transcripcidon de la proteina y por lo tanto sus niveles de
expresion, pero no se encontré alguna asociacion relacionada a los sitios
examinados. Lo cual nos indica que ninguno de estos polimorfismos afecta de

manera clave en algun sitio de inicio de transcripcién de la proteina.

De igual manera, con cada sitio de los polimorfismos, se realizaron graficas de
frecuencia, para observar la distribucion de alelos entre las diferentes cohortes y
saber si existia una relacién entre el polimorfismo y los grupos, sin embargo en la
mayoria de los casos se observo que el patron de distribucidn de alelos era similar
entre los grupos de estudio, excepto el de expuestos seronegativos en el
polimorfismo A-1447G y en el de VIH+ con baja carga viral, los cuales presentaron
tendencias diferentes con respecto a los otros grupos en los polimorfismos C-
1218G, A-1215C y C-346G. En estudios previos, se habia identificado a una
cohorte similar de personas VIH+ con baja carga viral, con un comportamiento
diferente ante la infeccién de VIH en comparacion a donadores sanos y personas
VIH positivas, este grupo presentaba baja carga viral, un conteo normal de células
T CD4" y altos niveles de expresion de la proteina hA3G [66, 67]. Probablemente,
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esta es la razoén por la cual en los polimorfismos anteriormente mencionados, se
tenga un patron de distribucion de alelos diferente en este grupo, aunque cabe

sefalar, que no tuvo influencia en una mayor o menor expresion de la proteina.

Posteriormente con los polimorfismos, se realizaron haplotipos reuniendo los
resultados de todas las cohortes para poder determinar un fenotipo relacionado en
toda la poblacion de estudio (grafica 11), el haplotipo mas frecuente fue el
homocigoto dominante, cabe resaltar que los haplotipos que contienen en su
totalidad alelos heterocigotos y homocigotos recesivos no se encontraron en la
poblacion de estudio, este resultado podria ser producto de la evolucion

poblacional y variabilidad biolégica caracteristica.

A continuacién los haplotipos se relacionaron con las diferentes cohortes para
observar si alguno estaba asociado a un grupo, pero la mayoria de las cohortes
presentaron el mismo comportamiento de frecuencias que en la grafica general,
con excepcion de las personas VIH+ con baja carga viral, en cuyo histograma se
observa una distribucion homogénea de la frecuencia, posiblemente con un mayor
numero de pacientes se podria encontrar una diferencia significativa con respecto

a las demas cohortes.

Posteriormente, los haplotipos se relacionaron con la expresion de hA3G, carga
viral y conteo de células T CD4", (gréaficas 13, 14 y 15) no encontrandose alguna
diferencia significativa, lo cual nos indica que no hay alguna asociacion entre los
haplotipos realizados con las variables y por lo tanto no se relacionan con la
proteccion o progresion a la infeccion por el VIH. Estos hallazgos concuerdan con
los ya reportados en el trabajo de Ping An y colaboradores en el cual también
observaron que haplotipos en el promotor no se relacionaban con la infeccién de
VIH.[4]

Al observar que en los haplotipos mas frecuentes, se contaban con alelos que se
repetian, se decidié omitirlos y tomar solo los cuatro sitios que eran variables, para
observar si existia alguna relacion con la expresion de la proteina hA3G y la carga

viral, pero no se encontr6 alguna diferencia significativa. Lo cual nos indica, que ni
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aun en la parte mas variable de los haplotipos existe alguna relacion con la

proteccion al VIH o a la progresion de SIDA.

En resumen, no pudo asociarse algun polimorfismo o haplotipo con la carga viral,
conteo de células T CD4" o con la expresion de la proteina, esto implica que no se

les relaciona con la proteccién ante el VIH o la progresién a SIDA.

8.3. Polimorfismo H186R en el exon 4 de hA3G

El analisis también se realizd en el exon 4, debido a que en esta region se
encuentra el polimorfismo H186R que esta relacionado con los alelos
heterocigotos (AG) y homocigotos recesivos (GG) que induce un cambio no
sinénimo en el codon 186 (H-R; histidina a arginina). Este cambio se ha asociado
con un menor tiempo de progresion a SIDA en la poblacién afroamericana [70, 71]
y se deseaba saber, si en la poblacion mexicana se encontraba el mismo patrén
de comportamiento.

Para realizar el analisis del polimorfismo en el exdn 4, se relacionaron los alelos
implicados en el polimorfismo con la expresién de hA3G, pero no se obtuvo alguna
diferencia significativa, debido a que en la poblaciéon estudiada solo se encontré un
individuo con los alelos homocigotos recesivos (GG) y ocho con los alelos
heterocigotos (AG), de una poblacion de 164 personas, razon por la cual no puede
asociarse con el tiempo de progresion a SIDA, como se ha reportado con

anterioridad en la poblacion afroamericana[72].

8.4. Calculo de frecuencias alélicas y genémicas

Se realizé la comparacion de las frecuencias alélicas y gendmicas de otras
poblaciones, que se encuentran reportadas en la base de datos del NCBI. En ella,
se pudo confirmar que mediante este estudio se encontr6 el polimorfismo
C-1226T, que no se encuentra reportado en alguna otra poblacion de estudio [73],

también se puede confirmar que no se ha descrito en estudios previos.
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Al observar las frecuencias del polimorfismo C-1226T, podemos notar que recién
se introdujo en nuestra poblacion, ya que la frecuencia mayoritaria la tiene el alelo
homocigoto dominante (C/C=0.95), seguida por los alelos heterocigotos

(C/T=0.043) y finalmente el alelo homocigoto recesivo (T/T=0.006).

De las tablas 12 y 13 se pueden observar diferencias evidentes en las frecuencias
alélicas y gendmicas en los sitios A-1477G del promotor de hA3G y en el exon 4,

ambas con respecto a la poblacién africana.

En el caso del polimorfismo A-1477G, no se ha reportado alguna relacion con la
proteccion, el riesgo a la infeccion por el VIH o la progresion a SIDA en otras
poblaciones, parece ser que en nuestra poblacion existe una frecuencia
homogénea entre los alelos homocigotos dominantes (AA) y heterocigotos (AG),
con una frecuencia menor el homocigoto resultante (GG), cabe resaltar que este
polimorfismo no se encontrd relacionado con la expresion de la proteina, la carga

viral o el conteo de células T CD4".

Referente a la frecuencia alélica y gendmica en el exdn 4 en nuestra poblacién, se
puede observar una gran diferencia en la distribucion de alelos comparandola con
poblacién africana, reafirmando que es necesaria la presencia de los alelos
heterocigotos (AG) y homocigotos recesivos (GG) para que el polimorfismo H186R
se asocie con un menor tiempo de progresion a SIDA. Anurag Rathore y
colaboradores estudiando una poblacion hindu hallaron que tampoco se
encontraba frecuentemente el alelo heterocigoto y homocigoto recesivo de este
polimorfismo y que no se asociaba con la susceptibilidad a la infeccién de VIH y a

la progresion a SIDA.[72]

Con base en la informacion presentada, podemos indicar que nuestros resultados
son consistentes con estudios anteriores. Por lo cual, para tener una
caracterizacion in vivo de la proteina hA3G, es necesario considerar otros
factores, entre los que podrian destacar los celulares, virales y epigenéticos que
probablemente estarian involucrados contundentemente en la expresion de la

proteina entre las diferentes cohortes de estudio.
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Ha sido demostrado que hay moléculas que regulan de manera positiva la sintesis
de hA3G, como el interferon alfa (IFN-a), que puede mejorar de forma significativa
la expresion de hA3G en células T CD4", macréfagos y hepatocitos, disminuyendo
su susceptibilidad viral [74]. La via de sefalizacién por la cual se lleva a cabo la
activacion transcripcional de hA3G en células TCD4" y en macrofagos adn no
queda clara, pero en el caso de hepatocitos se elucidé que la via de activacion
transcripcional por el IFN-a utiliza una via independiente STAT1 que puede
utilizarse en paralelo con via clasica JAK /STAT [75]. También algunas otras
citocinas como la interleucina-2 (IL-2), IL-15 y en menor medida IL-7 que mejoran
la expresibn de hA3G [76], sin embargo, como anteriormente se habia
mencionado, estas moléculas transforman el complejo de bajo peso molecular de
hA3G que es enzimaticamente activo en células T, a uno de alto peso molecular
inactivo. Esto demuestra que existen muchos factores que no solo afectan de
manera inmune, sino que conjuntamente repercuten en otras areas, como la

genética.

Pero no solo las citocinas regulan la transcripcién de la proteina, también se han
encontrado otros factores de transcripciéon especificos de la proteina, como el Sp1

y Sp3, que son importantes para el aumento de la transcripcion [69].

En cuanto a las proteinas virales, se han realizado metodologias para comprobar
si estas aumentan la transcripcion de hA3G, expresando a las proteinas del VIH
Vif y Tat, pero los ensayos demostraron que la actividad transcripcional de hA3G

no fue alterado significativamente por su presencia en lineas celulares [69].

Aunque en estudios in vitro, las proteinas Vif y Tat no se encontraron relacionadas
con una mayor o menor expresion de la proteina hA3G, posiblemente in vivo
algunas proteinas virales de superficie si lo hagan, debido a que estas son las que
tienen el primer contacto con la célula del hospedero y posiblemente
desencadenen alguna via de sefalizacion que aumente la expresion de la proteina
hA3G.
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Aun faltan por explorar otras posibilidades, como la activacion de vias de
sefalizacion mediante los TLR (Toll Like Receptors), se sabe que estas proteinas
actuan como receptores de reconocimiento de patrones. Recientemente se ha
demostrado que secuencias de ARN derivadas del genoma del VIH-1 inducen la
activaciéon de células T a través de interacciones con el TLR 7 / 8 [77].
Posiblemente también estén involucrados en la activacion de la expresion de la
proteina hA3G.

Teniendo todo este panorama, se observa que la expresion de la proteina esta
regulada por diversos factores, que pueden interactuar entre si, para aumentar o
disminuir la actividad transcripcional. Es por ello que se podrian empezar a
dilucidar algunos factores de transcripcion especificos (ya que la proteina hA3G
tiene varios sitios que son transcripcionalmente activos) y relacionar con vias de
senalizacion que puedan activarlos, para conocer cuales son los factores que

influyen de manera contundente.
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9. CONCLUSIONES:

En este proyecto, se caracterizé genéticamente a la proteina hA3G en poblacion

Mexicana:

1. Se detectaron siete polimorfismos en la region promotora, con una
frecuencia minima del 3.0%, estos no se relacionaron con la expresiéon de
hA3G, ni con la susceptibilidad a la infeccién asi como con el tiempo de
progresion a SIDA.

2. No se encontré una asociacién entre numero de polimorfismos y las

diferentes cohortes de pacientes estudiadas.

3. Se encontré un polimorfismo no reportado de la region promotora C-1226T,

con una frecuencia poblacional de 0.043.

4. Se pueden observar diferencias de la frecuencia gendmica poblacional en
dos sitios polimoérficos: A -1477G en el promotor y el que se ubica en el
exéon 4 ambos con respecto a la poblacion africana; en este ultimo, se
confirma que es necesaria la presencia de los alelos heterocigotos (AG) y
homocigotos recesivos (GG) para que el polimorfismo H186R se asocie con

un menor tiempo de progresion a SIDA.

5. No se pudo relacionar el tiempo de progresion a SIDA con el polimorfismo
H186R, debido a que en la poblacion de estudio, se tiene una baja

frecuencia de este alelo.

6. Este estudio provee de informacion suficiente, para reafirmar que la
expresion de la proteina hA3G no es influida positiva o negativamente por
los SNP’s del promotor, debido a que no se encontré una relacién entre los
polimorfismos y haplotipos con la expresion de hA3G.

7. En este proyecto se consideré la caracterizacion genética, pero aun faltan
por explorar otros factores que podrian afectar la induccion de la expresion
de la proteina, entre los que se encuentran los celulares, virales y

epigenéticos.
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8. La investigacion referente a la proteina con actividad antirretroviral hA3G,
es importante, ya que forma parte de la respuesta innata, que es clinica y
bioldgicamente relevante para tener una nueva perspectiva para el area de

la terapéutica de la infeccion por VIH/SIDA.
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Anexos

11.ANEXOS.
En esta seccién se muestran los polimorfismos encontrados en las cohortes de

estudio.

Polimorfismos encontrados en donadores sanos

Posicion: -1840 -1477 | -1226 | -1218 | -1215 -827 -346 H186R
C

hA3Gpromotor a/t a/g g/c a/c b g/c a/g
DS1 a a C g a c g a
DS2 a g C g/c a C g/c a
DS3 a a/g C g/c a C g/c a
DS4 a a/g C g/c a/c C g/c a
DS5 a a t g a c g a
DS6 a a C g a c g a
DS7 a a/g C g/c a C g/c a
DS8 a a c/t g a C g a
DS9 a a c g a c g g
DS10 a a C g a c g a
DS11 a a/g c g/c a/g C g/c a
DS12 a a/g C g/c a/c C g/c a
DS13 a a/g C g/c a/c C g/c a
DS14 a/t g C C a g/c C a
DS15 a a/g a/g g/c a C g/c a
DS16 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS17 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS18 - a/g c g/c a/c C g/c a
DS19 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS20 a a o g a c g a
DS21 a a/g C g/c a/c g/c C a
DS22 a a/g c g a c g a
DS23 a a/g c g a c g a
DS24 a a c g/c a c g a
DS25 a a o g a c g a
DS26 a a c/t g/c a C g/c a
DS27 a a o g a c g a
DS28 - g c c c c c a
DS29 a a/g c g a c g/c a/g
DS30 alt a/g c/t g/c a c g a
DS31 a g c c c c c a
DS32 - a/g c g/c a/c c g/c a
DS33 a a c g a c g a
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DS34 - g o o o C o a
DS35 a a C g a c g a
DS36 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS37 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS38 a a C g a c g a
DS39 - a c g a c g a
DS40 - a C g a c g a
DS41 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS42 - a C g a C g a
DS43 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS44 - a c g a c g a
DS45 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS46 a c g a c g a
DS47 - g C C a/c C c a
DS48 - a c g a c g a
DS49 - a/g C g/c a/c C g/c a
DS50 - a C g a c g a

-Polimorfismo que no pudo ser leido.

Polimorfismos encontrados en personas expuestas seronegativas

Posicion: ‘ -1840 -1477 ‘ -1226 \ -1218  -1215 -827 -346 H186R
hA3Gpromotor a/t a/g c g/c a/c b g/c a/g

AAM?2 - C g/c a/c C C a
ACS a a o g a c g a
AGC - a c g a c g a
AGHI a a c g a c c a
AAH a a/g c g/c a/c c C a
ARTM a a o g a o g a
AVVP a a/g c g/c a/c c g/c a
BAM a o g a o g a
BGS a o a c g a
BPS - a o g a c g a
CAAG - a c g a c g a
ccv - a/g c g/c a/c g/c g/c a
CGOL a/t a/g c g/c a C g a
CHJ a a o g a o g a
CMRM - a c g a c g a
CRL a a/g C g/c a C g/c a
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-Polimorfismo que no pudo ser leido.
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-Polimorfismo que no pudo ser leido.
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