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Resumen.
Antecedentes. La respuesta citotoxica mediada por linfocitos T CD8+, CTLs, es un

mecanismo eficaz en el control del VIH. Las moléculas HLA-I presentan pequefios
péptidos virales a los CTLs que resulta en la lisis de la célula infectada. El control
mediado por HLA-I se ha constituido como una fuerte presion selectiva que dirige
la ev olucion viral con | a s eleccion de mutaciones de es cape i nmunolégico q ue
pueden t ener i mpacto en | a c apacidad r eplicativa viral, CRV. M as aun, se ha
reportado que la distribucion y frecuencia de los alelos HLA-I es caracteristico de
cada region. P or otro | ado, el tratamiento antirretroviral, T AR, s e ha ¢ onstituido
como una presion selectiva adicional y selecciona mutaciones de resistencia. Las
mutaciones de resistencia reportadas por el uso de Inhibidores de Proteasa, Ips no
sélo se han identificado en la proteasa, sino en el sustrato de la enzima, el gen gag.
Estas mutaciones también pueden tener impacto en la CRV. EI presente trabajo
estudio la region gag-pro del VIH, en una cohorte mexicana expuesta a Ips, para la
busqueda y entendimiento d e la interaccién entre multiples presiones s electivas.
Esta interaccion podria favorecer doblemente al virus confiriendo tanto escape del
sistema inmunoldgico, como resistencia al TAR. O bien, que la presién mediada por
HLA-I pueda tener una influencia directa en la susceptibilidad al TAR, limitando su
variabilidad. Todo ello, pudiéndose reflejar en la capacidad replicativa.

Metodologia. S e amplificé y secuencidé el gen gag y |a proteasa viral de virus
circulantes de 103 individuos mexicanos infectados por VIH-1y con falla viroldgica
por | a pr esencia de m utaciones der esistenciaal ps.S ei dentificaron po r
secuenciacion las mutaciones asociadas al uso de Ips en gag y proteasa. Para el
gen gag, se buscaron posiciones bajo presidn selectiva positiva por un modelo de
razon de s ustituciones s indbnimas/no s inébnimas y s e obtuvo | a variacion de | os
motivos corte. Se construyeron y propagaron quimeras de | a region gag-pro de
cada muestra en un vector viral pNL4-3A gag-pro por infeccion de células GXR. El
seguimiento de la infeccidn se realiz6 por citometria de F lujo por expresién de | a
proteina verde fluorescente en células GXR infectadas. Se realizaron ensayos de
Capacidad R eplicativa por infeccion de G XR. S e obtuvo | a tipificacion d e al elos
HLA-I para 56 de | os individuos. S e r ealizaron as ociaciones de | as m utaciones
asociadas al uso de IPs en la region gag-proteasa con la capacidad replicativa, asi
como asociaciones H LA-l ¢ on c apacidad r eplicativa par al abus queda de
interaccidon entre multiples presiones selectivas.



Resultados. La Capacidad Replicativa, CR de individuos con resistencia a IPs fue
significativamente m enor c omparada ¢ onun ac ohortev irgena tratamiento
(p=0.0002). La mutacion en proteasa L90M, mutacién de resistencia mas frecuente
en la cohorte, mostré un comportamiento compensatorio en la CR. No se encontré
correlacion entre el numero de mutaciones mayores de resistencia en la proteasa y
la CR,y no hubo diferencia al comparar el numero de mutaciones mayores d e
resistencia por individuo, y la CR. Para el gen gag se identificaron 10 mutaciones
previamente asociadas al uso de IPs, la mutacién A431V mostro efecto significativo
en la disminucion de la CR (p= 0.0055). Se encontraron ademas, 15 pos iciones
bajo presion s electiva pos itiva de ac uerdo al analisis de r azdn de s ustituciones
sinénimas/no sindnimas, solo las posiciones A431 y P473 fueron caracteristicas de
la cohorte. Las 13 posiciones restantes y compartidas pueden reflejar |a presién
selectiva i nmune, do nde s e i dentificd seleccion di ferencial entre | a c ohorte d e
estudio e individuos virgenes a tratamiento en la posicion S373 (p=<0.002). S373Q
y S 373A/T respectivamente, fueron asociadas con un efecto significativo en el
aumento de la CR. Se encontrd asociacion entre S373A/T + L90M, con el aumento
significativo de | a C R ( p=0.0309), q ue hi zo comparable |a mediade C Rdela
cohorte de estudio, con aquélla obtenida en individuos virgenes a tratamiento. Se
encontr6 q uel osa lelos A *03:01, A *31:01,B *35:01y B *35:03 presentan
reconocimiento p otencial a S 373A/T. La presencia de S373A/T + L90M c onla
presencia de alguno de los alelos HLA selectores, resulté en una doble ventaja
para el virus, con valores de C R en el rango maximo de | a cohorte. Los al elos
A*02:06, B*35:01, C*07:02 mostraron reconocimiento p ara la posicion A431 que
podrian explicar el efecto en la disminucién de la CR. Se encontré una correlacion
significativa entre el porcentaje de v ariacion de | os motivos de c orte en gag y las
mutaciones de resistencia la regiéon gag-pro (p=<0.0001).

Conclusiones. El estudio de las mutaciones de r esistencia en gag-pro asociadas
al uso de | Ps mostré que la diferencia en v alores de CR dentro de la cohorte, se
debe principalmente a cambios en gag mas que en la seleccién de mutaciones en
proteasa. N uestro t rabajo d emuestra q ue ex iste una ¢ o-evolucion ent re u na
proteasa resistente y su sustrato gag. Evidencia ade mas, que esta co-evoluciéon
impacta en | a c apacidad r eplicativa v iral y m as a un, muestra evidenciadel a
interaccidon entre multiples presiones selectivas que puede conferir doble ventaja al
virus, o bien, limitar su variabilidad con alelos HLA-I que muestran una frecuencia
representativa en el contexto inmunogenético mexicano. Nuestro trabajo ofrece la
busqueda de esquemas de tratamiento mas individualizado considerando los alelos
HLA-I de cada individuo.



Abstract
Background. The cytotoxic response against HIV infected cells plays a major role

in t he c ontrol of the viremia. The HLA molecules present H IV epitopestothe
specific cytotoxic lymphocyte, CTL and kill the infected cell. In this way, the HLA-
dependent r esponses, i mpose s trong s elective pressure on H 1V, and s elect for
immune es cape m utations. These m utations c ould have ani mpactont he viral
replicative c apacity, VRC. Moreover, T he distribution and frequency of the HLA-I
alleles is dependent of the region and according to the immunogenetic context. On
the ot her ha nd, a ntiretroviral t reatment, A RT, i s al so a s elective pr essure t hat
controls the viremia and selects for drug resistance mutations. Protease Inhibitors
(Pls) select for drug resistance mutations not only in pol but also in gag, substrate of
the viral protease. These mutations could also have an impact VRC. We looked for
possible interactions between drug resistance mutations, HLA-associated mutations
and H IV viral replicative c apacity in the gag-pro region of the HIV ina Mexican
cohort un der t he ex posure o f P Is. These i nteractions may r esulti n a doubl e
advantage for the virus where a mutation can escape from the immune system and
also allows drug resistance. Or, in the other hand, the interaction may resultin
cornering or decreased HIV variability, when the HLA-I selective pressure i mpact
the ART susceptibility.

Methods. gag and p rotease s equences from 10 3 P |-experienced s ubjects w ith
virologic f ailure w ere obtained. Identification o f P | r esistance mutations i n bo th
genes was performed. Positions under positive selective pressure were determined
by s ynonymous/non-synonymous s ubstitution r ates and c ompared w ith a n aive
ART c ohort. P ercentage o fc leavage s ites, C S, v ariation w as de termined.
Recombinant viruses expressing the gag-pro genetic region from each patient in an
NL4-3 backbone were constructed for 98 patients and VRC assays were performed.
Phylogenetic trees for quality control were produced for both genes before and after
recombinant virus construction. HLA typing from 56 of the individuals was obtained
and associations with Pls resistance mutations and VRC were analyzed.

Results.Viruses w ith P Is r esistance mutations hadad ecreased V RC w hen
compared w ith an ART-naive c ohort ( p=0.0002). L 90M w as t he m ost frequent
protease major mutation in the cohort, and had a tendency of compensating the
VRC. There was no effectin VRC when comparing the presence-absence, or the
total protease resistance mutations. However, a s ignificant difference in VRC was
observed when comparing gag Pl-associated mutations (p=0.0088 0 vs 1, p=0.0549
0 vs 2 and 3 g ag mutations). Also, the previously reported gag Pl mutation A431V,
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had a negative effect in VRC (p= 0.0055). We identified 15 positions under positive
selective pressure in gag. Only A431 and P473 w ere uni que to P I-experienced
viruses when compared with an ART-naive cohort. The other 13 shared positions
may s uggest i mmune s elective pr essure. Among t hese, w e found a di fferential
amino acid selection between ART-naive and P Is experienced viruses in p osition
S373 (p=<0.002). S373Q and S373A/T respectively, were associated with a positive
effect in VRC with S373A/T associated with the protease resistance mutation L90M
(p=0.0309). This association made comparable the VRC median between the study
cohort and t he A RT-naive c ohort. M oreover, we found thatthe HLA A *03:01,
A*31:01, B*35:01 y B*35:03 common alleles in the cohort, potentially recognizes the
epitope within S373 and these association was associated with higher VRC. On the
other hand, the HLA A*02:06, B*35:01, C*07:02 alleles can po tentially recognize
A431 and may influence in the negative effects in VRC observed in our study for
this c ompensatory r eported mutation. F inally, t here was a pos itive ¢ orrelation
between gag-pol (p=<0.0001) P Is as sociated mutations and t he p ercentage of
variation in all gag cleavage sites. Phylogenetic-sequence quality controls showed
the maintenance of resistance mutations in gag-pro before and during VRC assays.

Conclusions. The study of P Is drug resistance mutations in the gag-pro region
showed that gag mutations instead of protease mutations had an impactin VRC.
Our results evidence the co-evolution of a resistant protease and the substrate gag.
Moreover, our r esults s how i nteractions between m ultiple s elective pr essures
reflected in the VRC of Pls experienced viruses and related with common HLA-I|
alleles i n our i mmunogenetic c ontext. These p utative interactions c ould h ave a
direct impact on HIV control strategies and in selection of ART schemes considering
also the cleavage site variation. Also, our results contribute to individualized H IV
control strategies according to the immunogenetic background of the patient.



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 DESCUBRIMIENTO DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana, VIH, es el agente causal del Sindrome
de | nmunodeficiencia A dquirida, S IDA en hum anos [1-5]. La e nfermedad es ta
caracterizada por una pérdida progresiva en la capacidad de respuesta del sistema
inmunoldégicoa  antigenosy pat 6genos oportunistas q ue sini ntervencién
terapéutica, ocasiona la muerte de los individuos afectados [1, 6, 7]. La infeccion
por V IH, es una pandemia que ha costadolavidade mas de 39 millones de
personas y ha s ignificado un reto para el des arrollo de v acunas y t ratamiento
curativo[8, 9]. Hoy en dia, el acceso al tratamiento antirretroviral, TAR, ha mejorado
la calidad de vida de las personas, elevando significativamente su esperanza de
vida. Sin embargo, el acceso aun no es universal, con cercade 20 millonesde
personas sin acceso a tratamiento, especialmente en regiones y paises en vias de

desarrollo con pobres politicas de salud [8].

El virus se logré identificar a partir de la descripcion de una nueva enfermedad en
la década de los 80°s en un sector de poblacién que no debiera presentar sintomas
de i nmunodeficiencias: a dultos j 6venes, principalmente d e s exo m asculino, con
afecciones como diarrea crénica, nemunonias, linfadenopatias, y una v ariedad de
canceres poco usuales como sarcoma de Kaposi o | infomas No-Hodgkin [10, 11].
Los s intomas poc 0 a poc o s e fueron as ociando a s ectores especificos co mo
drogadictos, ho mosexuales y trabajadores sexuales, personas con transfusiones
sanguineas y donde finalmente, la alta incidencia de transmision materno-fetal se
convirtié rapidamente en un factor importante para la identificacion del patdgeno.
[8]. Dentro de las primeras es peculaciones s obre | a t ransmision, s e i ncluyo e |
contacto c on s angre de personas i nfectadas, as i c omo pr acticas s exuales n o
protegidas. Los estudios de laboratorio mostraban una disminucién significativa en

el recuento de las células sanguineas, Linfocitos T CD4+. [1, 10, 12].

Fue en el ano de 1986 cuando el Dr. Luc Montagnier y colaboradores en el instituto
Pasteur de F rancia, r eportaron el ai slamiento de un n uevo ag ente a p artir de

nodulos linfaticos, con las siguientes caracteristicas:



e Actividad de Transcriptasa r eversa m agnesio dep endiente ( RT, r everse
transcriptase) caracteristico de otros retrovirus reportados.
e Eltropismo del virus se establecio hacia células mononucleares de sangre

periférica (PBMCs) y mas especificamente hacia linfocitos T CD4+.

Con ello, se logré una primera denominacién: LAV (por las iniciales en i nglés de
Lymphadenopathy Associated Virus) seguida de un gran numero de aportaciones
como el doctor Dr. Robert Gallo en el National Cancer Institute en Estados Unidos,
quien también ai sl6 y dem ostr6 q ue estev irus er ael agentec ausaldel as
inmunodeficiencias reportadas [1, 5, 13]. Finalmente, tras intensa investigacién, en
la g ue s e v ieron i nvolucrados e | s ector s alud, cientifico, politicoy s ocial, se
denomind alV IH c omo el agente c ausal del S indrome de | nmunodeficiencia
Adquirida.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DEL VIH EN EL MUNDO
De acuerdo con el informe anual de da tos estadisticos mundiales proporcionado

por ONUSIDA en 2014, se reporté que existen aproximadamente 35 millones [33,2
millones-37,2 millones] de per sonas i nfectadas por VIH. El nd mero de per sonas
que han contraido la infeccion se ha estimado en 78 millones desde el inicio de la
pandemia, con la regién de Africa Subsahariana, como la m as afectada a ni vel

mundial (68% de los casos). [9].

Desde s ui dentificaciéon, | asi nfecciones por V IHt uvieronunc recimiento
exponencial y el desarrollo de m edidas terapéuticas y preventivas se volvié una
prioridad. El ano 2004-2005 fue el pico mas alto en muertes relacionadas con SIDA
(2.5 millones) con un decremento hasta la fecha, de mas del 30% en paises con
acceso a tratamiento antirretroviral. El decremento mundial en nuevas infecciones
es del 38% desde 2001 y una reduccion del 58% en la transmision materno-fetal se
ha | ogrado a p artirde es e mismo afo [9]. Las campafas d e concientizacion,
mejoramiento d e infraestructura, at encion hos pitalaria y opt imizacion de |
Tratamiento Antirretroviral, han jugado un papel crucial para mejorar la calidad de

vida de las personas que viven con VIH.



1.2.1 LA EPIDEMIA DE VIH EN MEXICO
América Latina, Europa oriental y Asia central se encuentran en el tercer lugar de

infecciones a nivel mundial. En el afio de 1986 México adicion6 el SIDA a la lista
de enfermedades sujetas a notificacion inmediata, y en este mismo ano se creo el
primer Comité Nacional para Coordinar los Esfuerzos en VIH/SIDA, al cual le sigui6
la formacion del C onsejo N acional p ara | a P revencion y C ontrol del V IH/SIDA
(CONASIDA) y del Centro N acional parala P revenciony C ontrol del V IH/SIDA
(CENSIDA) [2, 3].

De acuerdo al Informe N acional de avances en r espuesta al VIHy el SIDA, en
México, la epi demia se ha e stablecido como c oncentrada, y alcanzo el p unto
maximo d e i nfeccionesen 1 999 c on factores c omo pr acticas s exuales s in
proteccion y flujo de migrantes como principales puntos en la e xpansién de la
epidemia. A partirdel 2004, el acceso al tratamiento a ntirretroviral es proclama
como d erecho, ocasionando una di sminucién p aulatina en | os casos d e muerte
relacionados con SIDA en un 9% [2, 14, 15]

La prevalencia de VIH en adultos en M éxico, ha permanecido constante con un
porcentaje es timadode 0.3% (edadd e 15a 49 afios), v alor por de bajo del
porcentaje en América latina (0.6%)y en e | mundo (0.8%) [14]. Las poblaciones
clave mas afectadas son hombres que practican sexo con hombres, trabajadores
sexuales y usuarios de drogas intravenosas. El numero estimado de personas que
viven con VIH, con fecha de ac tualizacién de di ciembre de 2013 es de 18 0,000
siendo | a transmision s exual | a principal via de t ransmision con un 90% de |l os

casos reportados[14].

Se ha mantenido una razén histérica hombre/mujer de 4.05 hombres con SIDA o
VIH por cada mujer, con un 80% de casos del sexo masculino. La disminucién en la
transmision m aterno-fetal ha s ido un objetivo m as en el s ector s alud con una

disminucién del 40% en comparacion con el afio 2011 [14].

De acuerdo a este reporte, |a e pidemia s e ha m antenido es table con un mayor
numero de per  sonas diagnosticadas en elper iodo2 011-2013 debido

principalmente a las campafas de diagndstico y pruebas rapidas de deteccion. Y



aunque | os casos de S IDAr eportados han m ostrado un dec remento, se ha
estimado que solo el 51% de la poblacién VIH positivo se encuentra bajo régimen

de tratamiento antirretroviral [14].

1.3 GENERALIDADES DEL VIH

1.3.1 Origen del VIH
La pandemia causada por el VIH es el resultado de un salto e ntre es pecies de

retrovirus entre monos y humanos. El Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida en
humanos es causado por dos tipos de VIH, VIH-1y VIH-2, el segundo permanece
endémico de Africa Oriental, las afecciones inmunolégicas son distintas y con una
progresion mas lenta, periodos asintomaticos mas largos y una tasa de mortalidad

menor [16].

Posterior a afios de investigacion, se conoce que el salté de especie para VIH-1 se
origind a par tird e u n | entivirus de ¢ himpanceés, el v irus de i nmunodeficiencia
simiana ( SIV¢p;) [5, 16-18]. U tilizando her ramientas evolutivas como el r eloj
molecular, a partir de la longitud de ramas descendientes y el ritmo de mutacion del
virus, se pudo “caminar” a través del arbol filogenético del VIH para estimar cuando
ocurrié el salto de especie y hubo una divergencia a p artir de un ancestro comun.
Se ha estimado que el salto tuvo lugar hacia principios del siglo XX con mas de una
introduccién a | a poblacién h umana, posiblemente ocasionados porlacazade
chimpancés d estinados a s u consumo [5, 18]. El origen evolutivo del VIH-2 es

distinto ya que surgio del SIV del mono mangabey ahumado.

1.3.2 Clasificacién del VIH
El VIH-1 causante de la pandemia, posee una clasificacion compleja debido a la

rapida evolucion y enorme variabilidad genética, que se debe en gran parteal o

siguiente:

e Alto grado de errores en la replicacién del genoma viral por la transcriptasa
inversa. Cerca 3x10° mutaciones/por ciclo de replicacion [16, 19, 20].

e Alta tasa de recombinacion genética [16, 20].



e Alta capacidad replicativa del virus in vivo. Se sabe que se producen cerca
de 10° particulas virales en un dia, con unrangode 150 a 300 ciclos de
replicacién [16, 20].

e El gran numero de personas afectadas a nivel mundial [16, 20].

Dada la gran variabilidad genética del VIH, es posible encontrar mas de un tipo de
virus en un solo que difieren en distinto grado entre si. A estas variantes virales se

les denomina cuasi especies [16].

A nivel poblacional, su clasificacion requirié de analisis filogenéticos profundos que
llevaron a | a clasificacion del VIH-1 en cuatro g rupos g enéticos: M ( “major”), O
(“outier’) y N (“non-M, non-Q”), y el recientemente agregado grupo P [16, 21, 22].
De | os c uatro g rupos des critos, el grupo M es el que s e enc uentra distribuido
mundialmente y presenta ademas 9 sub-tipos: A, B, C, D, F, G, H, J, K. Aunque son
filogenéticamente equidistantes, cada uno de los s ubtipos presenta diferencias a
nivel genético y distribucion geografica [22]. (Figura 1.1). EI VIH-1 subtipo C es el
predominante en el mundo, especialmente en Africa Subsahariana y en la India. El
VIH-1 subtipo B es el predominante en América del N orte incluyendo M éxico[23]
[22-25].

Figura 1.1. Grupos, subtipos y distribuciéon geografica del VIH [26].
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Gracias al analisis de diferentes r egiones del genoma del VIH, s e conoce que
existen variantes virales circulantes en di stintas partes del mundo que presentan
eventos de r ecombinacion g enética i nter-subtipo al o | argo del g enoma. E stas

variantes geograficas se conocen como formas recombinantes circulantes (CFR), y



surgen por la transmision de virus de i ndividuos con multiples infecciones. En los
ultimos afl os s e han asociado 51 CRFs a distintas regiones del m undo, donde

algunas incluso, se han vuelto predominantes [27, 28].

OTHERCRF s 8,02%
CRFO3_AB 0, 1% R 12.5%
CRFOZ_AG 4,77%

CRFO1_AF 4,6%%
K 0,04% —HO 1P — ¢

B B 1042%

J0, 1% — e o

F059%——

D2,5F4

C 49,91%

Figura 1.2. Prevalencia mundial de los subtipos de VIH-1. Los grupos N, O y P no se incluyen
en la gréfica. Tomada de [28].

1.4 ESTRUCTURA DEL VIH
Taxondmicamente, el VIH s e ubica enel génerodeloslentivirusdentrodela

familia d e | os r etrovirus. Asi como ot ros r etrovirus t ipicos, su genoma es ta
compuesto de RNA, 2 copias de 9.3Kb en el caso de VIH. Los retrovirus utilizan la
actividad enzimatica de la retro-transcriptasa para la conversion de s u genoma a
DNA [16, 19, 20, 22].

Es un virus envuelto de morfologia variable, con un diametro de entre 80 y 120 nm.
Figura 1.3. La envoltura es una membrana lipidica que adquiere del hospedero una
vezque s aledela célulainfectada, c ontiene principalmente | as pr oteinas d e
envoltura virales gp120 y gp41 que poseen un alto grado de glicosilacién y ademas,
proteinas del h ospedero c omo moléculas HLA de clasel ol I, 0 pr oteinasde
adhesion ¢ omo | CAM-1. E stas m oléculas del hos pedero pueden f acilitar la

infeccidon subsecuente a otras células blanco [6, 7, 29].

Las glicoproteinas virales se encuentran en forma de trimeros con una molécula de

gp120, o proteina de s uperficie y heterodimeros de la proteina t ransmembranal
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gp141, los trimeros conforman las espiculas virales y cada particula viral e xpresa
alrededor de 72 espiculas [7, 16, 30].

La envoltura rodea a |la proteina de Matriz confiriendo estructura a la particula viral
(p17)y a la Capside que le confiere rigidez y la forma cdnica caracteristica (p24).
La capside en su interior, contiene las dos copias del genoma de RNA viral, que en
el VIH, es parte de un complejo proteina-acido nucléico que esta acompafnado de la
proteina p7 o N ucleocapside y la Retro-Transcriptasa, RT [31]. El viridn contiene
entre 10 y 50 copias de RT, integrasa (p32), proteasa (p11) y dos copias de RNA
det ransferenciac elulares,q uel e sirvenc omoc ebadoresdur antel a
retrotranscripcion (tRNA*%) [16, 31].

Glicosilacidn

gp120. Proteina de superficie
gp4l. Proteina transmem branal
{ -
5 »

Membrana lipidica

\ '_'I. ?Mmriz
Capside )

Nucleocapside Proteasa

Proteina tar

»

RNA viral

Integrasa Reverso transcriptasa

Figura 1.3. Esquema representativo de la particula viral del VIH. Se indica la posicién
aproximada de las enzimas, proteinas estructurales y accesorias en la particula viral. Modificada de
www.scistyle.com.

1.5 GENOMA DEL VIH

Como r egla g eneral, el g enomadel osr etrovirus ¢ odifica parat res g enes
principales:

- Env: Envoltura. Codifica para proteinas de la envoltura

- Gag: Gen de antigeno g rupo es pecifico, que codifica para pr oteinas
estructurales

- Pol: Polimerasa. Codifica para enzimas virales
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El genoma del VIH, ademas de estos tres genes principales, contiene 6 marcos de
lectura adi cionales g ue s e e ncuentran t raslapados y c odifican par a pr oteinas
accesorias y regulatorias: Vif, Vpu, Vpr, Tat, Rev y Nef. En total, el genoma codifica
para 14 proteinas [1, 3, 32].

Dos s ecuencias | argas de r epeticibn o L TRs f lanquean el g enomaviral ys u
estructura es pr imordialy a que s irve c omo pr omotory po tenciadordel a
transcripcion del genoma, e interviene en diferentes etapas del ciclo de replicacion.
Dentro de s us funciones principales estan: formar estructuras hibridas ARN-ADN
que per miten la produccibn de hebrasc ompletasd e ADN durantel a
retrotranscripcion, guian la integracién del ADN viral al genoma del hospedero y
una vez integrado, funcionan como regulador de la sintesis de ARNm, contienen
ademas, secuencias que dirigen el empaquetamiento del ARN gendmico [1, 30,
33]. Figura 1.4.
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Figura 1.4 Organizacién del genoma del VIH-l. Se muestras los LTRs flanqueadores y los tres
marcos de | ectura abiertos, ORF, para los genes principales gag, pol y env. Se muestran los
seis ORF adicionales que codifican para las proteinas accesorias/reguladoras. Obtenido de [34]

La transcripcion del genoma de los retrovirus ocurre de manera policistrénica, por
lo que se requieren modificaciones posteriores para la formacion de una particula
viral madura. A continuacién se describe la funciéon de cada proteina codificada por

el genoma viral.
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Proteinas estructurales

El gen gag viral codifica para el precursor polipeptidico de 55kDa llamado Pr55%¢, y
tiene el siguiente or den de t raduccion p17: M atriz, M A; p24: C apside, C A; p7:
Nucleocapside, NC; p6 y dos péptidos espaciadores p2 y p1[19, 31].

La proteinade M atriz, p17 tiene unaes tructurat rimérica, selo caliza
inmediatamente después de la envoltura lipidica y es la responsable d e conferir
estabilidad y estructura al virus [19]. Tiene ademas, la funcion d e direccionar el
precursor Pr55%9 a la membrana de la célula hospedera por uniéon de un dominio
ricoen a cido m iristicoy am inoacidos basicos q ue pr esentan a finidad al a
negatividad de | a membrana de | a c élula hospedera [16, 31]. O tras f unciones
descritas para la M atriz, son el reclutamiento de | as proteinas de envoltura yla
participacion en eventos tempranos post-entrada por interaccion con un ¢ omplejo
llamado complejo de pre-integracién (PIC) [7, 16, 31, 35] (Ver seccidn 1.4. Ciclo de

repliacion).

La Capside p24, tiene como funcién principal promover el ensamblaje del virus y
posee dos dominios funcionalmente importantes. El dominio N-terminal incorpora a
la ¢ iclofilina A , pr oteina celular cuya interaccién resulta fundamentale nl a
descapsidaciony s uaus enciai mpactae nl ar eplicacion v irica por de fectos
tempranos post-infeccién. El dominio C-terminal contribuye a | a polimerizacién de
los precursores de gag para empaquetar proteina suficiente en la particula viral. La
forma c 6nica ¢ aracteristicas e f orma porl ar edd e h exameros de p24 q ue
ocasionalmente incorpora pentameros deformando la estructura de la proteina. [16,
31].

La Nucleocapside, NC se asocia directamente al RNA viral por la interaccion con
dos dedos de Zinc y a través de un dominio rico en cisteinas y altamente basico.
Esta interaccion es critica para promover la multimerizacion de G ag y mutaciones
en esta region conservada abolen la encapsidacion. EI RNA viral interacciona con
la N C por una secuencia g o sefial de encapsidacion que se encuentraen el
extremo LTR 5°del genoma viral [16, 31]. Dentro de sus funciones adicionales, se

encuentra la facilitacion de | a retrotranscripcion por interaccién con las moléculas
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de R NAty es tabilidad de | os ac idos n ucleicos r ecién r etrotranscritos por s u

actividad de chaperona [7, 31].

La proteina p6, cumple una funcién primordial para la liberacién de los viriones de
la célula hospedera. El mecanismo que utiliza esta proteina es el secuestro de la
maquinaria d e t ransporte de v esiculacion celular por uni éna un do miniod el
complejo celular ESCRT, T sg101 [36]. El dominio de union de p6 con ESCRT,
PTAP, ha sido bien caracterizado y se encuentra cerca del domino N-terminal de
p6. Su delecion ocasiona una acumulacion de par ticulas virales que per manecen
unidas a la membrana celular. Adicional a este mecanismo, p6 contiene el motivo
LYPLTSLRSL que une al factor celular AIP1 o Alix que a su vez interacciona con el
complejo ESCRT-III, funciona como mecanismo secundario y de r escate en caso
de interacciones defectuosas PTAP-ESCRT [7, 36, 37].

El gen pol codifica para el precursor Pr160%¢*° vy tras su procesamiento contiene
la informacién par a tres enz imas virales: pr oteasa, t ranscriptasai nversa e
integrasa. Este gen posee una porcidn de traslape con el gen gag viral (figura XX) y
el precursor se traduce en conjunto con las proteinas de gag. La tasa de traduccion
para estos g enes traslapados es de 95% para Pr55%9 y 5% parael precursor
Pr160929°° [38-40].

La enzima proteasa es una proteina homodimérica aspartica, que requiere de auto-
procesamiento para su liberacion d el p olipéptido gag-pol y dimerizarse. Una vez
que adopta su configuracion activa, es la responsable de procesar los polipéptidos
y completar el proceso de maduracién de los viriones durante la salida de la célula,
los ¢ ambios ¢ onformacionales g ue esto c onlleva s on v isibles por m icroscopia
electronica. Figura 1.5 [16, 39, 41, 42].
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Figura 1.5. Microscopia e lectrénica d e un virus maduro y un virus i nmaduro. Microscopia
electronica qu e m uestra la es tructura conica c aracteristica del V IH-1, der echa, graciasal a
maduracion del virion por el procesamiento de precursores polipeptidicos. Tomada de [43]

La transcriptasa inversa es una DNA-polimerasa dependiente de RNA que como su
nombre lo dice, es la encargada de catalizar la formacion de DNA de doble cadena
a partir de las dos copias de RNA viral. Es una enzima dependiente tanto de RNA
como de DNA que posee actividad de RNAsaH que degrada la cadena original de
RNA viral, pero que carece de propiedades de ex onucleasa 3’-5’ [16, 19, 44]. La
falta de es ta actividad resulta en un a baja fidelidad al no t ener la capacidad de
corregir los errores que ocurren durante la replicacion (3x10° mutaciones/por ciclo
de replicacion) [16]. La enzima ademas, genera eventos de recombinacién durante
el pr oceso de r etro-transcripcion al ¢ ambiar ent re | as dos ¢ adenas de R NA
genodmico viral, proceso que se conoce como eleccion de hebra [16, 43].

La enzima integrasa, como su nombre lo dice, permite la integracién del DNA viral
recién retrotranscrito al genoma de | a c élula h ospedera. Tiene t res funciones
enzimaticas: actividad de exonucleasa que per mite | a el iminacién de d os
nucleodtidos terminales del extremo 3’ del DNA viral, actividad de endonucleasa de
doble cadena que permite el corte del DNA de la célula en el sitio de integracion, y
actividad de ligasa que hace posible la unién covalente de cada extremo del DNA

proviral con el DNA de la célula hospedera [16].

El gen env es el precursor polipeptidico gp160. A diferencia de | os precursores
anteriores, gp160 se procesa por una proteasa celular y tiene como productos la
proteina d e superficie gp120 (SU) y la proteina transmembranal gp41 (TM) [16].
gp120 es la proteina con mas variabilidad en el VIH y es la que tiene los dominios
de uniénal a molécula diana del h ospedero, CD4,y al os c orreceptores d e
quimiocinas CCR5 y CXCRA4, correceptores del virus. La funcién principal de estas
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proteinas es promover |la reaccion de fusion de membranas. Cuando se establece
la uni 6n entre g p120, el r eceptory el c orreceptors e pr oducen ¢ ambios
conformacionales que ex ponen el dominio de fusion presente en gp41 haciendo
posible | a u nién e ntre | a env oltura viral y|a m embrana c elular. Las pr oteinas
durante su maduracion, adquieren un alto grado de g licosilacion q ue dificulta | a

seleccion de anticuerpos neutralizantes [7, 16, 30].

Proteinas requladoras

La proteina Rev es una fosfoproteina que permite la acumulacion de t ranscritos
virales sin eventos de corte y empalme (splicing). Es una proteina reguladora de la
expresion génica que se traduce tempranamente, y secuestra a los transcritos de
splicing per mitiendo lat raduccion de t ranscritos | argos ( gag-pol y env), por
transporte del n ucleo al citoplasmadela célula. Revse unea una s ecuencia
especifica del genoma del virus llamada RRE, elemento de reconocimiento de Rev,

situada en env, en cuya ausencia no hay formacion de nuevos viriones [16, 45].

Una segunda proteina reguladora es Tat cuya actividad es primordial durante la
transcripcion g énica. Recibe el nombre de transactivador transcripcional y posee
unidn directa con una region especifica del RNA viral a través del elemento TAR
localizadoen elL TR S5 .La presenciadetatincrementa cientos dev ecesla
eficiencia de la transcripcién de genes del VIH por interaccion con la Polimerasa
celular. Se ha reportado que Tat también facilita la infectividad por intervencién en

procesos de transduccion de senales dentro de la célula [7, 16, 45].

Proteinas accesorias

Vif es el factor de infectividad del virusy es esencial para que el virus p ueda
replicarse en linfocitos T CD4+ y otras lineas celulares como macrofagos y células
dendriticas. Inhibe la actividad de factores celulares de | a familia de A POBEC3G
(A3G), que de forma natural, bloquean la replicacion induciendo hipermutacién en
el genoma viral. Vif funciona como enlace entre estos factoresy el sistemade

ubiquitinizacion ocasionando la degradacion de este factor de restriccion [7, 16].
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Nefi nducer egulacional ab ajad el am oléculaC D4, favoreciendo su
internalizacién. Sirve como factor de ev asion para el reconocimiento del sistema
inmune de las células infectadas por |la regulacion a la baja de HLA-I (ver seccién
xxX). Interfiere con moléculas de transduccion de sefales activadoras en las células
T del hospedero p ara mantener el c ontrol de | a c élulainfectaday permitirla

replicacion [7, 16]

Vpu es esencial para el empaquetamiento de viriones. Es una fosfoproteina integral
de membrana cuya ausencia produce la acumulacion de viriones en la membrana y
en vesiculas intracelulares. Vpu interfiere con la actividad de la proteina restrictiva
teterina. T eterina evita | a | iberacion de | os viriones al formar p uentesentrela
membrana viral yla membrana c elular. Vpuseuneat eterina provocando s u
degradacion mediada por ubiquitinacion y promoviendo la liberacion de los viriones.
Vpu también induce la degradacion de C D4 al hacer un e nlace entre el dominio
citoplasmatico de | a molécula C D4y un marcador d e pr otedlisis m ediada po r
ubiquitinacion [7, 16]

Vpr forma parte de dos complejos proteicos importantes en el ciclo de replicacion
viral. El primero es en la transcripcion inversa, donde regula la mutacién del VIH
evitando| aac umulacion ex cesivadeer roresdur ante elpr ocesod e
retrotranscripcion. E| segundo es el complejo de pre-integracion (PIC), a ctuando
como un factor de transporte del DNA viral al nucleo de la célula. Otra de sus
actividades bien caracterizada es el arresto celular en fase G, durante las primeras
horas de infeccion p or inactivacion del complejo cinasa dep endiente de ¢ iclina
(CDK) p34/cdc2. Esta proteina se encuentra presente en grandes cantidades en los

viriones por union con p6 [7, 16, 31]

1.6 CICLO DE REPLICACION
Como todos los lentivirus, el VIH produce una condicion de progresion lenta donde

el punt o c lave par a establecer un a i nfeccidn c ronica-persistente es | ograrl a
insercion de su material genético en el DNA del hospedero. La insercion del DNA

permite la sintesis proteica y el establecimiento de un estado de latencia [18, 46].
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El ciclo da comienzo con el contacto de la proteina gp120 al receptor primario del
virus, | a m olécula C D4, pr esente mayoritariamente en | infocitos T ayudadores
activados y en un menor porcentaje en macréfagos, monocitos, células dendriticas,
entre otras. E ste pas o es crucialya que nosolo marca eliniciodel ciclode
replicacién, sino que interfiere con sefales de transduccion intracelulares propias
del linfocito T. De manera natural, el marcador CD4 es una molécula que pertenece
a la super familia de las inmunoglobulinas y s u funcion principal es potenciar la
casacada de senalizacién por el TCR, iniciando los eventos de fosforilacién en | a
célula [16, 19, 30].

La i nteraccion g p120-CD4 no es s uficiente para la entrada d el virus, sino q ue
requiere ademas, de un correceptor que interacciona con la region variable V3 de
gp120 [16, 19, 30]. Se han descrito dos co-receptores de quimiocinas principales,
CXCR4 y CCR5, la distincion entre estos correceptores define el tropismo del virus
clasificandolo en M-trépicos o R5 si el correceptor es CCR5 y T-tropicos o X4 si el
correceptor us ado es C XCR4. Ademas, s e han ai slado virus con tropismo du al
cuya afinidad es intermedia. En la mayoria de los casos, al principio de la infeccion
predominan los virus R5 (etapa temprana) y en et apas m as tardias predominan
virus X4. Una vez establecida esta union, ocurren cambios c onformacionales en
gp120 que exponen el dominio de fusion de gp41 promoviendo la fusion entre la

envoltura del virus y la membrana celular [16, 19, 20, 30].

La fusion de m embranas per mite q ue | a ¢ apside e ntre a | c itoplasma c elular y
gradualmente s e separe paraper mitirl af ormacién del complejod e
retrotranscripcion. El complejo RT s e e ncarga de s intetizar | a primera hebra de
DNA con ayuda de un tRNA"*® que proporciona el 3"OH y funciona como primer. El
dominio con actividad de RNAsaH degrada |a porcion de RNA del hibrido R NA-
DNA, dejando una cadena sencilla de DNA que se complementara para formar las
dos hebras de DNA para su insercidon en el nucleo celular, cabe mencionar que la
recombinacién ocurre en m as del 50% durante la sintesis de D NA [16, 19, 47].
Durante el pr oceso, se forma el PIC o c omplejo de pr eintegracion, g ue es ta
compuesto de ADN de doble cadena, y proteinas virales como IN, RT, MA, NCy

Vpr. E ste complejo contiene s efializaciones para |l a internalizacion activa por |os
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poros nucleares de la célula. Una vezdentro del nucleo, lalN forma extremos
cohesivos y laligasa une el DNA viral con el DNA de | a célula en regiones del
genoma transcripcionalmente activos. Al DNA viral insertado en el genoma, se le

denomina provirus [16, 19, 48, 49].

Una vez integrado el genoma viral, da inicio la transcripcion de | os genes. Como
previamente s e d escribio, la porcion L TR juega un papel importante al contener
secuencias pot enciadoras y pr omotoras a di ferentes factores de t ranscripcion
presentes en el nucleo de las células. Los primeros que se transcriben son RNAm
que sufren procesamiento y modificaciones por splicing y dan lugar a las proteinas
reguladoras y ac cesorias. Los RNAmM d e fase tardia dan lugar al as productos
polipeptidicos de Gag, Poly Env asi como la transcripcién del genoma completo,

todo esto gracias a la actividad reguladora de Rev [16, 19, 45].

EI RNA viral asi como los precursores Gag, Pol y Env se dirigen a | a superficie
celular para formar viriones (virus inmaduros). El proceso de salida de |os viriones
esta dirigido principalmente por los precursores de Gag y Pol. El precursor Pr55%¢
se dirige a la membrana por el dominio en MA que s e une directamente ala
membrana de la célula en dominios ricos en colesterol y lipidos [7, 16, 19, 31]. La
salida de los viriones depende de la presencia de Vpu y de la interaccién de p6 con
los componentes del sistema ESCRT ya mencionados. Durante la gemacion, se
adquiere parte de la membrana celular y las proteinas de superficie gp120 y gp41,
asi c omo pr oteinas c elulares. Mientrast anto, sellevaac aboel procesode
maduracién por accion de |a proteasa viral, donde s e procesan los precursores

para dar origen a proteinas individuales y funcionales. [16, 19, 50].

19



Maduraciény
procesamiento
de polipétidos

—————

mida delvirién

Ensamble de proteinas
viralesyanclajea
membrana celular

Union y entrada por Descapsidacion
interaccion conCD4,

¥ CCR5/CXCRA AN NG RNA

ol
ol @% .
N RNA  Retro transeripcién. N
DMNA  Formacion de PIC Las proteinas
reguladoras, de
estructura, enzimas se
traducen

mRNA

/ Integracion y formacion de prwrr\

Figura 1.6. .Representacion esquematica del ciclo de replicacion del VIH. Interaccion gp120, CD4 y
el receptor de q uimiocinas (CCR5 o C XCR4). F usién de m embranas, entrada y des capsidacion,
transcripcion inversa del genoma viral, formacion del complejo de preintegracion, PIC. Transporte de
PIC alinteriord el nucleo e i ntegracion de | D NA viral (p rovirus). T ranscripcién t emprana de | as
proteinas reguladoras, y accesorias, en etapas tardias, se producen las proteinas estructurales y las
dos c opias de R NA viral. T ransporte de R NA viral y poliproteinas al a m embrana pl asmatica,
ensamblaje y liberacién de viriones por gemacién. Maduracién del virién por el corte de precursores
mediado por la actividad de la proteasa. Obtenido y modificado de xxxx.

1.7 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIH
El curso de la infeccidon por VIH puede estudiarse en tres etapas: Infeccidn primaria

0 aguda, Infeccion crénica, de latencia o asintomatica y SIDA. La duracién de cada
etapa varia en cada persona por factores inmunes, genéticos, virolégicos, asi como
el inicio de un esquema de tratamiento antirretroviral. Los parametros clinicos por
excelencia para evaluar| a pr ogresion, e s el r ecuento de Linfocitos T CD4+
(células/pL sangre) y el RNA viral en plasma (copias/mL de plasma) Figura 1.7 [1,
3, 5, 51]

Infeccion primaria. La fase aguda se puede s ubdividiren m as de una etapa de

acuerdo a ev entos i nmunolégicos y virolégicos [51]. La fase de eclipse, es un
periodo de diseminacion del virus en mucosas, previo a la deteccion de RNA viral
en plasma sanguineo (10 dias). A esta fase, le sigue un crecimiento exponencial de
RNA en plasma, q uec ulmina en un picode v iremia consecuenciad el a

diseminacion vy r eplicacion poc o ¢ ontrolada del virus. Lat ransicion al picode
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viremia se asocia a una marcada deplecién de linfocitos CD4+ en sangre periférica
y con mayor importancia, deplecion de C D4+ en m ucosas. Se pueden identificar
anticuerpos especificos posterior a 30 dias de infeccion y la fase se acompafia de
sintomas no especificos fiebre, faringitis, dolor de cabeza, pérdida de peso, entre
otros [16, 21, 51]

Posterior al pico de viremiay en ¢ oincidencia c on | a aparicion de r espuestas
inmunes especificas del hospedero (Linfocitos T citotoxicos CD8+, ver seccion 1.8.
Respuesta inmunoldgica contra el VIH), se observa un control parcial de la viremia
en un punto d e equilibrio c onocido como “set p oint” viral ( 103-10° copias/mL de
sangre). La cuenta de Linfocitos T CD4+ aumenta y se mantiene en equilibrio. El
set point es predictivo de la progresion de la enfermedad y el riesgo de transmision
[51].

Infeccion c rénica. Una v ez que el sistemainmune del h ospedero ha m ontado

respuestas especificas ¢ ontra el v irus, eli ndividuo ¢ ursa c onuna i nfeccion
asintomatica o cronica que varia de persona en persona influenciado también, por
factores inmunes, genéticos y virologicos. La etapa tiene una duracion de afos y se
caracteriza por cargas virales relativamente bajas y controladas, con una pérdida
estable de LT CD4+ de aproximadamente 30-60 células/pL/ano, donde las cuentas
se establecen entre 200 a 500 células/ul. En esta etapa, la replicacion viral y el
recambio de c élulas es muy dinamico lo que permite que clinicamente no existan
sintomas de relevancia médica, sin embargo, la replicacién viral residual sucede de

manera explosiva y constante [19, 20, 51].

La replicacion constante conlleva a la producciéon de variantes virales debidas a dos
factores principales: la alta tasa de mutacion y replicacién, en adicion a los eventos
de r ecombinacién pr opia del virus, y la presion de s eleccion p orp arte dela
genética inmune del hospedero que origina que se fijen variantes d e es cape
inmunoldgico. Seccién 1.8.2 Evolucién viral mediada por el sistema inmunoldégico.
Presién selectiva por HLA-I. Todos estos factores conllevan a una progresion lenta

pero constante de la infeccion hacia SIDA.
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Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. SIDA. La etapa final de la infeccion esta

caracterizada por diversas comorbilidades acompanada de la sintomatologia clinica
que la inmunodeficiencia y desgaste inmune conlleva. Los individuos afectados son
incapaces de responder a p atdgenos, incluidos oportunistas consecuencia de dos
factores importantes: Primero, las células blanco del VIH, Lifoncitos TCD4+, son
células clave para coordinar y regular la respuesta inmune del organismo, en esta
fase, | os niveles s on m enores a 200 c élulas/pL. Segundo, debido a | ¢ ontacto
constante c on a ntigenos del V IH, acompafado de anomalias en m ucosasy
ganglios | infaticos, existe ac tivacidn y des gaste i nmunoldgico c ronico q ue hace
ineficaz la respuesta ante cualquier patégeno. La infeccidén por VIH, sin intervencién
terapéutica, es letal. [6, 19, 20, 51] (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Historia natural de la enfermedad por VIH y sin intervenciéon de tratamiento
antirretroviral. Se grafica la variacion vs tiempo de Linfocitos T CD4+ y del numero de copias de
RNA viral. [Modificada de [52]].

1.8 RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA EL VIH
Durante el c ursode | ai nfeccién po rV IH el s istemai nmunoldgico emplea

estrategias para el control de la replicacion y diseminacion del virus. Sin embargo,
este control no s olamente es por parte de |l as c élulas i nmunolégicas, también
existen factores g enéticos que naturalmente confieren resistencia a | a i nfeccion.

Uno de los mecanismos mejor estudiados es la delecion de 32 pares de bases en
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el receptor de quimiocina CRR5, la delecidn evita su expresion en las células y el
virus no puede us arlo c omo c orreceptor para la en trada en el hospedero. L a
heterocigosis c onfiere r esistencia p arcial y la h omocigosis, r esistencia c ompleta
[30].

La proteccién m ediada p or an ticuerpos h a i mplicado g randes esfuerzos para el
desarrollo de vacunas, sin embargo, hasta la fecha, no se ha logrado la efectividad
de alguna. El fracaso en el uso de anticuerpos se debe principalmente a que los
anticuerpos neutralizantes se seleccionan de manera tardia, posteriora 3 meses
post-infeccion y n o s atisfacen | a v elocidad de m utaciéon de | os epi topos q ue
reconocen, es pecialmente en| a pr oteina de s uperficie g p120. E | g rado de

glicosilacion de esta proteina, es un f actor importante adicional en el fracaso de

seleccion de anticuerpos efectivos [12, 29, 30, 51]

Desde el punto de vista inmunoldgico, la evolucion de la respuesta en contra del
VIH es dinamica y compleja. Desde etapas agudas de la infeccion células NKs y
células dendriticas cumplen su funcién de defensa innata al identificar al VIH como
patogeno intracelular. S irven como mediadores p ara el des arrollo de r espuestas
especificas y celulares y proveen de un am biente rico en citocinas y quimiocinas
antivirales. E .g. INFtipol, IL -12,IL -15,1L-8 [29]. Las c élulas den driticas s on
presentadoras de antigeno profesionales y son las encargadas de hacer el puente
entre | ai nmunidad i nnatay ada ptativa c ontra el V IH. Las c élulas N K lisan
directamente a las células infectadas por un balance entre estimulos activadores e
inhibidores q ue pr opician un a mbiente d e inflamacién a ntiviral. Se ha n des crito
asociaciones de r eceptores N K c on progresion | enta de | ainfecciony s e han
clasificado como alelos protectores, e.g. el receptor KIR3DS1 en asociacién con su
ligando B W4 q ue posee unal soleucinae nla posiciéon 8 0, Bw4 11e80,s e h a

reportado como alelo de proteccion. [29, 53].

1.8.1 RESPUESTA CITOTOXICA MEDIADA POR LINFOCITOS TCD8+
Se ha demostrado sin embargo, que la respuesta celular especifica es la que tiene

un mayor impacto en el control de | a replicacion viral. La respuesta mediada por
linfocitos T CD8+ citotoxicos se da gracias al ambiente de citocinas que favorecen
una r espuesta c elular ad aptativa por | a es timulacion de | os linfocitos T CD4+
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ayudadores. [12, 54-57]. E| reconocimiento se da gracias al contacto sumamente
especifico tipo “cerradura”, entre pequefos péptidos virales y el receptor TCR del
linfocito T CD8+. Los péptidos o epitopes, son lineales con una | ongitud de 8 -12
aminoacidos que s e g eneran por deg radacioén d el pat 6geno i ntracelular via
presentacion antigénica clase | y se expresan en el surco de las moléculas HLA-
de la célula infectada Figura 1.8 [54, 57, 58].

Las moléculas HLA-I, Antigeno Le ucocitario Humano, s e expresan en todas | as
células n ucleadas d el or ganismoy se c odifican en el c omplejo m ayord e

histocompatibilidad MHC en el brazo corto del cromosoma 6.

Figura 1.8. Reconocimiento de péptidos de VIH por Linfocitos
CD8+ citotoxicos, CTLs. Esquema que muestra el
procesamiento y reconocimiento de péptidos virales (verde) por el
TCR del Linfocito CD8+ citotétixco, CTL (rojo), en una célula CD4
infectada. El péptido se presenta en el surco de la molécula HLA-I
(azul). Obtenida de [12].

CD4*Tcell

El reconocimiento del péptido deriva en la diferenciacién a un fenotipo efector con
actividad citotoxica y liberacion de factores solubles. Dentro de los factores solubles
se destacan citocinas como | nterferéon-y, TNF-a y quimiocinas como MIP-1 a/ y
RANTES, pr opiciando un ambiente pr o-inflamatorio a ntiviral. Lar espuesta
citotoxica utiliza dos vias: la liberacion de granzimas y perforinas que lisanal a
célula i nfectaday | ai nteraccion de| a m olécula F asL, | igando de F as C D95,

presente en la célula infectada y que inicia el proceso apoptosis celular[6, 54, 57].
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Figura 1.9. Funcién de un linfocito T CD8+ efector, CTL por el reconocimiento de péptidos de
VIH-1. La liberacion de perforina, granzima y FAS/FASL ocasiona la lisis de la célula infectada. La
liberacién de citocinas y quimiciocinas favorece la respuesta inflamatoria antiviral.

1.8.2 EVOLUCION VIRAL MEDIADA POR EL SISTEMA INMUNOLOGICO.
PRESION SELECTIVA POR HLA-I
Los g enes q ue ¢ odifican par al as m oléculas H LA-I exhibenun g rado de

polimorfismo d estacado en el genoma humano. D e manera clasica, se co difican
para alelos HLA-A, HLA-B, y H LA-C con seis posibilidades de expresion en cada
persona, es decir, dos alelos por cada molécula. Existen también moléculas HLA-II
DP, DQ, DR que se expresan unicamente en células presentadoras de antigeno

como células dendriticas y macrofagos [59].

Hasta junio de 2015, se han reportado 3,192 alelos para HLA-A, 3,977 para HLA-B
y 2,740 para HLA-C, cada uno con la posibilidad de presentar una gran pero finita
variedad de epitopes. Este repertorio de presentacién y alto grado de variabilidad,
origina que la presion sobre la selecciéon de mutaciones en el VIH, y por tanto su
evolucion, sea c onstantey m uy fuerte n o s 6lo a nivel i ndividual s ino a ni vel
poblacional [57, 60-62].

Dada esta presion selectiva, el VIH se ha adaptado al sistema i nmunolégico del
hospedero con | a s eleccidon de mutaciones q ue es capan al r econocimiento por
parte d el os C TLs. Mas aun, | a d escripcion de los p éptidos es pecificos g ue
reconoce cierto alelo HLA, ha hecho posible describir asociaciones entre alelos y
mutaciones relacionadas con el reconocimiento citotdéxico y que por tanto, tienen

impacto en | a progresion de | a enfermedad. Ejemplo de ello son los alelos HLA-
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B*57:01 y HLA-B*27:05 que han mostrado una asociacion fuerte y consistente con
un control eficiente de la infeccion por VIH y un avance lento de la enfermedad, los
epitopes que reconocen se encuentran dentro del gen gag viral. Especificamente
para el alelo B*57:01 por ejemplo, se conoce el epitope TW10 con la mutacién de
escape T 242N as ociada a una disminucion s ignificativa de | a C apacidad d e
Replicacion del virus confiriendo lenta progresion en el hospedero. Por el contrario,
alelos como HLA-B*3502 y HLA-B*3503 se asocian a u n control deficiente de | a

replicacion y un avance rapido de la enfermedad [25, 57, 61-63].

Mas interesante, se ha demostrado que los alelos HLA-I son caracteristicos de | a
poblacién, asi c omo su di stribucion g eografica. Estudios s e han enfocadoa la
tipificacion y determinacion de la frecuencia de alelos HLA-I por regién. Figura 1.10,
1.11. La poblacion caucasica tiene una frecuencia alélica diferente a poblaciones
amerindias como | a mexicanay por tanto, c onocer di cha frecuencia r esulta de
suma i mportancia p ara i dentificar nu evos al elos q ue puedens erder iesgo o
proteccion y que no han sido descritos. Estos nuevos alelos reflejan la adaptacion
viral por poblacion y tiene impacto directo para el desarrollo de vacunas [12, 25, 61,

64, 65]
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Figura 1.10. Ejemplo de las frecuencias para los alelos HLA-B carcateristicos de la poblacion
Mexicana. La grafica m uestra |l a variabilidad y f recuencia de lo alelos H LA-B en la p oblacion
mexicana. Tomado Valenzuela-Ponce et. al, 2014, datos sin publicar.
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Figura 1.11. Distribucién geografica de alelos HLA-B. Se muestra la distribucion y frecuencia de
9 alelos HLA-B a nivel mundial, se observa que la frecuencia de ¢ ada uno es distinta en cada
regién incluso con un 0% de representatividad en algunas regiones eg. B53 en Tailandia vs 42% en
Africa para el mismo alelo. Tomada de [61].

Desde el punto de vista d el hospedero, |as mutaciones de es cape tienen efecto
directo en la union del péptido, disminuyen la afinidad al surco de presentacion en
la m olécula H LA, interfieren en el procesamiento de | os pép tidos o impiden el
reconocimiento por el TCR. Desde el punto de vista virolégico, las mutaciones de
escape, pueden tener o no un alto costo en la capacidad de replicacién, se conoce
por ejemplo, que cambios en G ag, especialmente en p24, Capside, tienen efectos
negativos en la c apacidad r eplicativa dada | a al ta c onservacién e i mportancia
funcional de esta proteina [60]. La capacidad replicativa (CR), o fithess viral, se
define como la capacidad que tiene el virus para replicar bajo ciertas condiciones y
es una propiedad que depende totalmente del contexto en el que se encuentre el

virus [12].

Siempre q ue ex ista el al elo H LA s elector, el c ambio p ermanecera t enga o no
implicaciones negativas para el virus; sin embargo, si el virus se transmite a u na

persona c arente de ese al elo, | a mutacion r evertira [58, 66, 67]. Conforme | a
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enfermedad pr ogresa, adem as de | as m utaciones d e es cape, s urgen t ambién
mutaciones compensatorias, que como su nombre lo dice, sirven para contrarrestar
los ef ectos n egativos en | a capacidad replicativa viral, de es ta manera, el virus
escapa al reconocimiento y tienen una capacidad de replicacion mas alta que le
confiere v entaja s obre el hos pedero. S e ha des crito también, que para al gunos
genes, las mutaciones tienen un p atréon de seleccion, por lo que la descripcion de
éstas v ias m utacionales as i c omoun m apa d e es cape bajo c ierto contexto
inmunogenético, tiene gran implicacion en el estudio de la infeccién por VIH [60, 68,
69].

Comoy as em enciond, c uando unav ariante de es cape s e transmitea un
hospedero q ue c arece del al elo s elector, tiende ar evertir, s in em bargo hay
ocasiones en | as que la variante persiste y tiene implicaciones en la evolucion y
progresion de | a e nfermedad sobre t odo, sil e c onfiere v entajas en capacidad
replicativa. E | virus s e ha ad aptado al a poblaciony se fija como una v ariante
consenso en dicha poblacion, y asi, como consecuencia de la gran diversidad de
las m oléculas HLA-I caracteristica de ¢ ada po blacion, as i como su distribucion

geografica, éstas dirigen la diversidad global del VIH-1 [12, 25] (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Reversion c ontra p ersistencia d e m utaciones d e es cape i nmunolégico a n ivel
poblacional. Las mutaciones de escape en azul y rosa. Panel A. Las variantes de escape
inmunoldgico c uando s e t ransmiten a un r eceptor carente del a lelo s elector, tienden a r evertir
ocasionando un equilibrio entre | a frecuencia de la variante no mutada y la variante d e es cape.
Panel B. La m utacién de es cape inmunolégico permanece aun e n aus encia del al elo s elector,
filandose en la poblacion.

La respuesta citotoxica, aunque es determinante para el control de | a replicacion,
es incapaz de m antener una respuesta eficaz a lo largo del curso de la infeccion.
Ahora se conoce que adicionalmente a las variantes de escape inmunoldgico, la
activacién inmune crénica es crucial para el desgaste del hospedero y por lo tanto,
en el control ineficaz de la infeccion [6, 46, 70, 71]. La activacion crénica influye en
la funcionalidad no sélo de los linfocitos T CD8+ citotdxicos, sino que el fenotipo y
funcionalidad del resto de las células como NKs, células dendriticas, macréfagos y
los mismos linfocitos T CD4+ se ve alterada, todo ello propicia la progresion hacia
SIDA [70, 71].

1.9 TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL
Los esfuerzos para el desarrollo de agentes antirretrovirales contra el VIH han sido

exhaustivos c on | ogros hi stéricos a p artird e su descubrimiento enlos 80" s. E |
primer farmaco a probado para su uso en humanos fue la Zidovudina o A ZT en
1987, el principio activo pertenece a |l a familia de i nhibidores n ucledsidos de la
transcriptasa reversa o | NTR [44, 72, 73]. E| desarrollo de una gran numero de
antirretrovirales se ha logrado desde entonces, con el bloqueo de distintos puntos
clave dent ro del ciclo de r eplicacion del virus. Los farmacos aprobadosen| a

actualidad se clasifican en cinco familias:

Tabla 1. 1. Medicamentos ant irretrovirales contra VIH aprobados para su uso en
humanos de acuerdo a la familia a la que pertenecen y sus caracteristicas generales.
Obtenida de [21, 44, 74, 75]

Familia de Medicamentos aprobados Caracteristicas generales
antirretroviral para su uso en humanos
Inhibidores - Abacavir Moléculas competitivas para el sitio activo de la
nucleoésidos de la - Aidanosina RT obstaculizando el proceso de transcripcion
transcriptasa reversa - Emtricitabina inversa. Poseen estructuras parecidas a
INTR - Lamivudina nucledsidos y compiten con las bases
- Stavudina blogqueando la extension de la cadena de DNA.
- Tenofovir disoproxil
Fumarato
- Zidovudina
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Inhibidores no- Delavirdina La unién de los farmacos con la RT altera su
nucleésidos de la Efavirenz estructura y actividad impidiendo que prosiga el
transcriptasa reversa Etravirina proceso de transcripcion inversa.
INNTR Nevirapina
Rilpivirina
Inhibidores de Atazanavir Inhibidores competitivos de la proteasa viral.
proteasa Darunavir Impiden el proceso de maduracion al evitar el
Lopinavir procesamiento de los precursores
Fosamprenavir polipeptidicos.
Indinavir
Nelfinavir
Ritonavir
Saquinavir
Tipranavir
Inhibidores de Dolutegravir Evita la integracion del DNA viral al genoma del
integrasa Elvitegravir hospedero por interaccion con la enzima
Raltegravir integrasa. Inhiben la actividad de transferencia
de hebra.
Inhibidores de fusion - Enfurtivida (T20) Péptido que mimetiza un dominio en gp41,
evitando la fusiéon de membranas
Antagonistas de - Maraviroc Impide la interaccion de gp120 con el
CCR5 correceptor CCR5.

Actualmente se ha establecido por modelos m atematicos y de prediccion que el
mejor es quemade t ratamientod ebei ncluir unac ombinaciond et res
antirretrovirales con al menos dos mecanismos de accién distintos [70]. El objetivo
primordial es la supresion maxima y prolongada de | a carga viral en plasma, y la
meta es que esto sea a niveles inferiores a los valores de deteccidn de las pruebas
convencionales, en promedio 50 copias de RNA viral/mL [75]. La inclusién de un
esquema de tratamiento modifica el c urso natural de | ainfeccibnpor V IH, | os
pacientes exhiben un aumento gradual en el recuento de Linfocitos T CD4+ que se
refleja en la salud de los individuos. Sin embargo, aun estamos lejos de alcanzar
una cobertura éptima, paises en vias de desarrollo se enfrentan a la dificultad del
acceso al tratamiento, actualmente sélo el 36% a nivel mundial, cuenta con acceso

a tratamiento antirretroviral (Figura 1.13).

Cuando | a s upresion v iral m axima n o s e al canza o ex isten e fectos a dversos
importantes, el esquema debe modificarse de inmediato. Un factor decisivo para el
cambio de esquema de primera linea es el rebote en la carga viral por el desarrollo
de mutaciones de resistencia al tratamiento. La causa principal de esta falla, es la
pobre adherencia al tratamiento por parte de los pacientes o que ha c onformado

un serio obstaculo para la eficacia en el control de la viremia [72, 76].
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Figura 1.13. Acceso a TAR a nivel mundial. Mapa que muestra el acceso a TAR a nivel mundial
con fecha de actualizacién a diciembre de 2013. Obtenida de www.who.int/hiv.

1.9.1 Tratamiento antirretroviral en Mexico.
A finales del 2003, México alcanzo la universalidad al TAR por el acceso gratuito a

personas sin seguridad social que lo requirieran. Esto fue gracias al Fideicomiso de
proteccion ¢ ontra G astos C atastréficos d el S eguro P opular, g ue m ostrado u n
impacto significativo en la reduccion de transmisién y mortalidad en nuestro pais [2,
3, 14]. Ca da pais tiene guias sobre el manejo y tratamiento antirretroviral y en
México, existe acceso gratuito via internet a una guia actualizada sobre el esquema
de tratamiento que se recomienda de acuerdo a |l a etapa de la enfermedad en la
que se encuentra el individuo [75].

La ventana de oportunidad para una progresion mas lenta y la implementacion de
estrategias curativas s e h a propuesto debe oc urrirantes de 1os 25 dias post-
infeccion. D e ahi |a i mportancia d e inicio del tratamiento a ntirretroviral en f ases

agudas de | ai nfeccion p ara | ograr un i mpacto directo en la disminucion d el
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establecimiento del reservorio, principal obstaculo para la cura de la enfermedad
[51]. Ademas, ¢ abe hac er m encion, g ue el t ratamiento ant irretroviral t iene
concentraciones s uboptimas en t ejidos, p orl o q uel a el iminacibnd el V IH es
improbable. Estudios en mucosas y ganglios | infaticos han m ostrado q ue existe
replicacion activa y constante en estos tejidos [77, 78].

1.9.2 Resistencia al tratamiento antirretroviral y presion selectiva del TAR
sobre la evolucion viral
El uso extendido de los antirretrovirales y su lucha por la universalizacion ha tenido

consecuencias negativas de repercusion mundial como la resistencia adquirida y
transmitida al t ratamiento. Ent érminos g enerales, | a r esistencia al t ratamiento
significa la seleccion de m utaciones que le permiten al VIH mantener una funcion
proteica del blanco a ntirretroviral y de es ta m anera, el objetivo de s uprimir | a

replicacion, es ineficiente [11, 42, 79].

La resistencia adquirida o secundaria al tratamiento, se define como la seleccién de
mutaciones en pacientes que han iniciado el esquema de tratamiento y presentan
resistencia. La razén principal de esta falla viroldgica es |a po bre ad herencia al
tratamiento g ue pr oduce ¢ oncentraciones s uboptimas del farmaco e n's angre
(Figura 1.14). De todas las mutaciones que puedan surgir en el genoma del virus,
sélo unas cuantas le seran favorables y ventajosas, se seleccionan de ac uerdo a
cada familia de antirretroviral y en algunas de ellas, puede observarse resistencia
cruzada [76, 80]

La r esistencia t ransmitida des cribe al as mutaciones de r esistencia q ue estan
presentes e n el virus circulante d e un individuo q ue no h abia sido ex puesto a
ningun antirretroviral, esto por efecto de la transmisién de una cepa viral resistente
[23]. La determinacion d el p orcentaje de resistencia transmitida a | as diferentes
familias de antirretrovirales es una tarea mundial importante, ya que tiene impacto
directo en | as g uias de m anejo d el t ratamiento e n c ada r egion. La r esistencia
transmitida de pende de la frecuencia de farmacos utilizada en cada pais y tiene

una distribucion geografica diferencial [23, 72].

En algunos casos, una sola mutacién es capaz de dar un fenotipo resistente, e.g.

L90M al inhibidor de proteasa nelfinavir; y se defienen como mutaciones mayores
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de r esistencia. S in e mbargo, e n m uchos casos s e nec esita | a ac umulacion de
varias m utaciones pa ra | ograr | a resistencia [44, 77]. La no menclaturad e | as
mutaciones esta dada por la anotacién del aminoacido wildtype-posicion dentro de
la proteina-aminoacido mutado, en el ejemplo L90M, se seleccion6 el cambio de

Leucina por Metionina en la posicion 90 de la proteasa viral [76].
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Figura 1.14. Seleccion de m utaciones de r esistenciaene 1V IH a causa de
concentraciones subdéptimas de farmacos antirretrovirales. Modificada de [44].

Como pr eviamente s e m enciond,u navezques e h ad etectado una fallaa |
tratamiento, es importante cambiar el esquema, sin embargo, conforme se modifica
a una segunda, tercera linea o esquema de rescate por multiples fallas, la eficacia
disminuye por el grado de exposicién a farmacos. Ademas, el impacto clinico en los
individuos de be c onsiderarse p or | os e fectos a dversos de | osf armacosy el

desgaste inmunoldgico persistente. [44, 71, 78].

Dicho | o anterior, el t ratamiento a ntirretroviral, s e ¢ onstituye c omo un a pr esién
selectiva artificial que limita al virus, y también dirige su evolucioén. La seleccion de
mutaciones de r esistencia es unr eflejo d e | a ad aptacion viral a es ta presiéon
selectiva y se han reportado los efectos en la capacidad de replicacion viral dados

los cambios en el genoma [42, 77, 81].

1.9.3 Resistencia a Inhibidores de Proteasa y co-evolucion con el gen gag
El pr oyecto de i nvestigacion s e enf oco al es tudio de | a presion s electiva por

exposicion a Inhibidores de Proteasa, IPs. Esta familia de antirretrovirales es la que
selecciona el mayor nU mero de mutaciones d e r esistenciac on masd e6 0
mutaciones r eportadas con impacto en el control de | a viremia [44]. De manera

general, eluso de IPs se ofrece como esquema de s egunda linea o d e rescate
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cuando los pacientes presentan falla al uso y combinacion de INTR 6 INNTR. Sin
embargo, lopinavir/r, at azanavir/r, f osamprenavir/ry ¢ onm enor frecuencia
saquinavir/r se utilizan como farmacos de primera linea (Tabla 1.1). La “r" h ace
referencia a la co-administracion de ritonavir un potenciador que se utiliza como

“boosting” por inhibicion del citocromo P450 [42, 82].

Todos | os i nhibidores de pr oteasa actuan como pé ptidos m imetizadores, por
inhibicion ¢ ompetitiva del s ustrato na tural de la enzima: el pr ecursor P r55%%9 y
Pr1609¢*° y t ienden a oc upar m as es pacio q ue el pr opio s ustrato[77]. L as
mutaciones de resistencia a | Ps surgen por cambios en a minoacidos en el sitio
activode | aenzima quereducenlaafinidad de la proteasa por el inhibidor,
disminuyendo el numero y naturaleza de | os puntos de contacto con el farmaco.
Estas mutaciones reducen mayoritariamente la afinidad por el farmaco mas que por
el s ustrato n atural, confiriéndole v entaja al v irus reflejada en e | repunte de la
viremia en s angre, la mayoria de las mutaciones presenta resistencia cruzada a
mas de un IP (Tabla 1.1) [72].

Las mutaciones de resistencia a IPs se clasifican en dos tipos: Mutaciones mayores
0 primarias y mutaciones menores o secundarias. Las mutaciones mayores surgen
primero y poco tiempo después (semanas) de haber iniciado el régimen (Tabla 1.1),
estas mutaciones c onfieren un a r educcion significativa en | a s usceptibilidad al
farmaco p ero conllevan u n alto costo enla capacidad replicativa del virus. En
cambio, las mutaciones secundarias surgen de manera paulatina y posterior, por si
mismas s on i ncapaces de aportar r esistencia; s in e mbrago, en ¢ onjunto c on
mutaciones primarias, el f enotipo de resistencia es m ayor. Las m utaciones
secundarias tienen como efecto compensar las fallas en replicacion y se localizan
generalmente lejos del sitio activo, ejemplos de ellas son las posiciones 10, 20, 36,
63, 71 en la proteasa viral [42, 44, 72].
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Figura 1.15. Tabla de mutaciones mayores de resistencia a IPs. Obtenida de la base de datos
enl inead el aU niversidad de S tanford d isponible en | ar ed
(http://hivdb.stanford.edu/DR/PIResiNote.html, last update march 2014. [83]. Se muestran en rojo las
mutaciones con mayor impacto clinico y que se contraindican con el uso del Inhibidor. La primera
linea indica la posicion dentro de proteasa de acuerdo a la referencia HXB2.

Dado que las mutaciones mayores de resistencia implican efectos negativos en la
capacidad de replicacion, ahora se conoce que el virus también se ha adaptado en
genes ex ternos al a pr oteasa para c ompensar es tas fallas r eplicativas. E sta
adaptacién se ha d escrito en el gen gag porla s eleccion de m utaciones en e |
precursor y sustrato Pr559%9, Las mutaciones se han des crito mayoritariamente en
los motivos de corte que la proteasa reconoce durante el proceso de maduracion
viral, pero también en aminoacidos dentro de las proteinas codificadas por Gag [80,
84-88].

El procesamiento de gag esu nac ascada ordenada deev entosde corte
consecutivos donde la enzima reconoce cada secuencia de corte dentro de Pr55%9.
Alteraciones e n es ta cascada d e c orte i mpiden | a maduracién de | os v iriones,
provocando alteraciones en la morfologia cénica caracteristica d el virus m aduro
[50, 86]. Para c onocer | a c o-evolucion de es tos g enes, se h a es tablecido el
polimorfismo natural de los motivos de corte en aus encia de IPs por loquela
diferencia en variacion de cada uno, es ejemplo de la co-evolucion entre gag y pol.
El m otivo de ¢ orte m as polimérfico es p2/ NC y el mas c onservado es M A/CA.
Figura 1.16.
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Figura 1.16. Cuadro que muestra la variacidon natural de los cinco motivos de corte a lo largo
del precursor Pr559%9 en gag. Obtenida de [50].

Las mutacionesq ues eha ndes critoe n gag nos 6loac ttand e m anera
compensatoria para las fallas replicativas de una proteasa resistente a | Ps, sino
que algunas de ellas son capaces por si mismas, de conferir resistencia incluso en
la aus encia del inhibidor de proteasa clasico [87, 89, 90]. Se ha descritoque la
zona don de s e c oncentra el m ayor num ero de mutaciones as ociadasa | a
exposicion por| Pse sl ap orcidén final de g ag p2/ p7/p1/p6 donde un a del as
mutaciones mas caracterizadas es |la mutacion A431V localizada en el motivo de
corte p7 /p1, por simisma se ha asociado a ¢ onferir resistenciaa | Ps [50, 69].
Algunas otras mutaciones destacadas son V128T, K436E/R, 1437T/V, L449T/P/V,
R452S/K, P453A/L/T que también se han descrito como mutaciones seleccionadas

en respuesta a la exposicion de IPs.

Dada la importancia del gen gag para la estructura y capacidad replicativa del VIH,
la investigacion de esta co-evolucion es esencial para el manejo de esquemas de
tratamiento. La lista de posiciones en gag bajo presion selectiva por IPs sigue en
aumento asi como el estudio del efecto en el ciclo de replicacion viral bajo cierto

contexto inmunogenético [50, 81, 91].
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1.10 PRESION SELECTIVA MULTIPLE: MUTACIONES DE ESCAPE INMUNE Y
MUTACIONES DE RESISTENCIA A FARMACOS ANTIRRETROVIRALES

Los antecedentes descritos ponen de manifiesto que el virus, una vez que se inicia
con un esquema de tratamiento, esta sujeto a multiples presiones selectivas que
permiten la s eleccién de m utaciones dirigiendo su evolucién y adaptacién en el
hospedero. La presion s electiva m ediada por HLA-I funciona como una presion
selectiva natural y constante y los farmacos antirretrovirales, en es te caso | Ps,
como una presion selectiva artificial. El efecto de estas dos fuertes presiones sobre
el virus, se ha constituido como un foco i mportante de i nvestigacion q ue bus ca
describir la ev olucidn v iral en bus ca de mejores c andidatos t erapéuticos y e
inmundgenos para su control en el hospedero [55, 63, 92-95].

El estudio de | a posible interaccion entre estas dos presiones selectivas, dirige la
mirada a la busqueda de puntos en el genoma donde la presion selectiva inmune y
farmacolégica confluyan e i nteraccionen. Esf actible que u nam utacién de
resistencia se encuentre dentro de un péptido de reconocimiento para cierto alelo
HLA, yc onel lo, influencie su antigenicidad. Asi, s e pu eden pl antear dos
escenarios: que |la mutacion de r esistencia funcione también como mutacion de
escape inmunoldgico confiriéndole doble ventaja al virus, o bien, que aumente la
antigenicidad del péptido haciéndolo mejor blanco de la respuesta inmune. En este
caso, si el virus muta, quedara acorralado entre dos presiones selectivas opuestas.
De igual manera, la seleccion de mutaciones mediadas por HLA-I puede tener un
impacto directo en | a s usceptibilidad al tratamiento antirretroviral. Dado que | as
mutaciones impactan directamente en la replicacion, ensayos que permitan estimar
la ¢ apacidad r eplicativa viral ofrecen una opor tunidad unica p ara ent ender | a
evolucion del v irus bajo multiples pr esiones s electivas en c ierto contexto
inmunogenético. Mas aun, se ha observado que la capacidad replicativa de un virus
que s e transmite tiene influencia directa en |a progresién de | a enfermedad. Un
virus ¢ uya c apacidad r eplicativa s ea al ta, es tablece u na i nfeccion ag uda mas
severa, c on un es tado de i nflamacién m ayor que i mpacta di rectamente en| a

progresion y establecimiento de reservorio viral [55, 68] [55, 63, 92-96].
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CAPITULO Il. ANTECEDENTES.
El VIH es un r etrovirus q ue establece una infeccion crénicay per sistente en el

humano. Una vez que se establece en el hospedero, el VIH es blanco del control
inmune donde |la respuesta citotdxica mediada por linfocitos T CD8+, CTLs, es la
de mayor relevancia en el control de la viremia [34, 24, 53, 54]. Paraque esta
respuesta citotoxica se produzca, las células infectadas generan péptidos virales,
algunos de | os cuales, seran presentados en el surco de las moléculas HLA de
clase | para su reconocimiento. Dicho reconocimiento, deriva en la lisis celular por
la liberacion de g ranzimas y perforinas [59, 61]. El control mediado por HLA-I se
constituye como una fuerte presion evolutiva sobre el virus, con la s eleccion de
mutaciones de es cape inmune que evitan la unién del péptido viral ala molécula
HLA, impiden el procesamiento de los péptidos virales, o evitan el reconocimiento
del complejo HLA-péptido por los CTL. La presion selectiva dependiente de HLA es
crucial para la evolucion del virus a nivel global, dado el alto grado de polimorfismo
del asm oléculas H LAy | a distribucion g eografica heterogénea d e al elos
especificos. Asi, |la evolucion asociada a HLA del VIH dependera fuertemente del
contexto inmunogenético de la poblacién afectada [25, 57, 61-63] [60] [12, 57, 68].
La s elecciéon de m utaciones de escape tiene efecto directo en la capacidad de
replicacion, en es pecial mutaciones s eleccionadas en el gen gag debido a su
importancia funcional y es tructural. D e i gual m anera, | a s eleccién g radual de
mutaciones adicionales en el genoma, que c ompensan la pérdida en c apacidad
replicativa es un fendmeno de suma importancia para el control de la viremia [60,
61].

Por otro | ado, el d esarrollo de la t erapia antirretroviral, TAR, trajo c onsigo un a
mejora en la calidad de vida y disminucién en la tasa de transmisién. Sin embargo,
efecto de control sobre la viremia, el TAR es una presion selectiva adicional que
también dirige la evolucidn viral [23]. Los Inhibidores de proteasa, IPs, tienen como
blanco la proteasa viral impidiendo la maduracién de los viriones. En casos de mala
adherencia o concentracién suboptimad el T AR,es c omun| as elecciond e
mutaciones d e r esistencia que | e p ermiten al v irus replicar e n pr esencia d el
farmaco [42, 44, 69, 73, 94]. Las mutaciones mayores de r esistencia son las que
confieren el mayor grado de escape, pero conllevan un alto costo en la capacidad
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de replicacion dado que los cambios se encuentran en el sitio de unién al sustrato
de la enzima. Sin embargo, | a s eleccion de m utaciones s ecundarias que se da
manera gradual, compensa las fallas replicativas y contribuye al fenotipo resistente
[44, 50]. A medida que se profundizé en e | estudio de la resistencia a IPs, se
conoce q ue existe un a c o-evolucion en tre una proteasa r esistente y el s ustrato
polipétidico Pr55%%9. Se han identificado mutaciones a lo largo de todo el gen gag,
mayoritariamente hacia la porcién final p2p7p1p6 y en especial en los motivos de
corte de la proteasa, asociadas al uso de |Ps. Estas mutaciones en el sustrato son
capaces de ¢ onferir r esistencia y compensar pér didas e n c apacidad r eplicativa,
mejorando la afinidad por el sustrato [50, 84, 86, 90]. Una de las mutaciones mas
caracterizadas es | a A 431V | ocalizada en el m otivo de ¢ orte p7/p1, m utacién
compensatoria y de resistencia a IP s, algunos otros ejemplos son las mutaciones
V128T, K436E/R, 1437T/V, L449T/P/V, R452S/K, P453A/L/T [50, 69, 97]

En el presente trabajo se bus c6 c ontribuir al c onocimiento de la complejidad y
dinamismo de la evolucion del VIH en un contexto de multiples presiones selectivas
enfocadas en | aregion gag-proteasa. A p artir de muestras de plasma de una
cohorte de individuos mexicanos infectados por VIH que desarrollaron resistencia a
IPs, después de exposicion aes quemasde T AR incluyendo es ta f amiliad e
farmacos, se secuencié la region gag-proteasa del VIH y se realizé una busqueda
de posibles interacciones en tre la pr esion selectiva f armacoldgicay | a pr esion
selectiva inmune asociada a HLA. Asi mismo, se construyeron virus recombinantes
expresando la regién gag-proteasa de cada individuo con el fin de medir el impacto
de m utaciones s eleccionadas t anto por farmacos an tirretrovirales ¢ omo po r
respuestas r estringidas por H LAen lac apacidadr eplicativa r elativa. Las
interacciones ent re e stas presiones s electivas podr ian favorecer dobl emente al
virus ¢ onfiriéndole t anto es cape al s istema i nmunolégico, como resistencia a |
tratamiento antirretroviral. A lternativamente, la presion mediada p or HLA-I puede
tenerun ai nfluencia directae nl as usceptibilidad delv irus alt ratamiento
antirretroviral, | imitando s u v ariabilidad. El es tudio de es tas interacciones entre
presiones selectivas es relevante para el disefio de inmunogenos, asi como para la
optimizacion de los es quemas de t ratamiento con de m anera individualizada,

considerando la identidad de los alelos HLA presentes. Los ensayos de CR y el
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analisis de las secuencias gag-proteasa son una buena herramienta para entender
la ¢ o-evolucion de estos g enes env irus ex puestosa IPsen un contexto
inmunogénetico particular [68] [98-101]. Empleando como referencia una cohorte
de i ndividuos mexicanos i nfectados p or V IH, v irgenes a TAR, c uyo c ontexto
inmunogenético es similar al de la cohorte del presente estudio, s e identificaron
mutaciones d e r esistencia a IPs tanto en p roteasa como en gag, se analizé la
variabilidad de los motivos de corte en gag, se identificacion posiciones en gag que
tienden al a variacion del am inoacido pr esente y q ue s on r eflejo de pr esion
selectiva, se asocid |a presencia d e mutaciones de es cape con la presenciade
alelos HLA especificos y se evalud el impacto de la presencia de mutaciones de

escape inmune o resistencia a farmacos en la capacidad replicativa viral.
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CAPITULO lil. HIPOTESIS
Dado q ue |l ar egidon g endmica gag-pro del V IH s e enc uentra baj o m ultiples

presiones s electivas, en par ticular aq uéllas restringidas por H LA-l y por el
tratamiento antirretroviral, sera posible encontrar sitios de confluencia entre dichas

presiones selectivas.

Las interacciones entre presidn selectiva inmune y farmacologica podran asociarse
al contexto inmunogenético de la cohorte y se veran reflejadas en |la capacidad

replicativa del virus.

Existiran c asos en| os c uales | a presencia de una mutacién de r esistencia a
farmacos i ncremente | ai nmunogenicidad deu ne pitopo parar espuestas

restringidas por HLA especificos, lo cual evidenciara un posible acorralamiento viral

Existiran ca sos en | os cuales una mutacion de resistencia a farmacos t ambién
funcione como mutacion de escape inmune, dando una doble ventaja selectiva al

virus.

Si las m utaciones seleccionadas por al guna d el as dos pr esiones s electivas
impactan la capacidad replicativa, esto tendria consecuencias en |a transmision.
Una capacidad replicativa elevada estara asociada a una m ayor f recuenciad e

transmision, prevalencia en la poblacién y progresion de la enfermedad.
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CAPITULO IV. OBJETIVOS

Obijetivo general.

Estudiar y c aracterizar interacciones e ntre | a presion s electiva i nmunologica
mediada por HLA-I| y por el tratamiento antirretroviral en la regién gag-proteasa del
VIH-1.

Evaluarel i mpactodem utacioness eleccionadasp orpr esions electiva
farmacologica e i nmunoldgica en | ar egiéon gag-pro delV IH, enla capacidad

replicativa viral.

Obijetivos particulares.

- Extraer el RNA viral de plasma de individuos infectados por VIH-1y que
presentan falla virolégica por la presencia d e mutaciones de resistencia a
IPs.

- Amplificar mediante PCR anidada la proteasa viral y el gen gag a partir del
RNA extraido de cada individuo.

- Secuenciar gag y la proteasa viral para la genotipificacion de las mutaciones
de resistencia a IPs.

- Describir y determinar la frecuencia de todas las mutaciones de resistencia
asociadas al uso de IPs en la region gag-proteasa.

- Generaruna base de secuencias alineadas tanto para gag como parala
proteasa viral de la cohorte de estudio.

- Establecer las relaciones filogenéticas de las secuencias en estudio.

- Construir q uimeras v irales p or recombinacion d e | a region gag-pro en un
vector plasmidico pN L43Agag-pro en unal inea c elular permisivaal a
infeccion por VIH, GXR.

- Propagar las quimeras virales por infeccion de G XR y dar seguimiento a la
propagacion por citometria de flujo a través de | a expresion de | a proteina

verde fluorescente, GFP.

42



Realizar controles de calidad por filogenia y secuenciacion comparando las
secuencias de | as quimeras con aquéllas de la poblacion viral extraida del
plasma de cada individuo.

Realizar ens ayos de capacidad replicativa pori nfeccion de G XR vy
monitoreado por citometria de flujo.

Determinar la capacidad replicativa, CR, de cada quimera relativa a un virus
de referencia acoplado también a un vector plasmidico, pNL43.

Generarun a based e datosde CRdel a cohorte ex puestaa IPs y
compararla con la CR de una cohorte virgen a tratamiento.

Extraer el DNA a p artir de plasma de cada individuo y amplificar los genes
HLA-A, HLA-B y HLA-C por PCR anidada.

Secuenciar cada alelo HLA-I y obtener la tipificacion por el software U-type
Estudiar el impacto de todas las mutaciones identificadas en gag-proteasa
asociadas al uso de IPs sobre la capacidad replicativa viral

Analizar la variabilidad de| os m otivos de c orte enel s ustrato gag,
compararla con la de una cohorte de individuos virgenes a TAR, y estudiar
su impacto en la capacidad replicativa viral.

Realizar un anal isis ev olutivo del gen gag en bus ca de posiciones bajo
presion s electiva por el método de razoén de sustituciones sindnimas y no
sinbnimas en cada codon dentro del alineamiento de secuencias.

Analizar el impacto sobre la capacidad replicativa, de las mutaciones en gag
que tienden a la variaciéon y se encuentran bajo presion selectiva.

Analizar | a pr esencia de al elos H LA-ly su e fectos obrel a capacidad
replicativa.

Establecer posibles a sociaciones-interacciones entre la pr esion s electiva
mediada por HLA-I y las mutaciones seleccionadas por el usode IPsy su

impacto en la capacidad replicativa.
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CAPITULO V. METODOLOGIA.

5.1 Seleccidn de pacientes

Se ut ilizé pl asma s anguineo de i ndividuos i nfectados porV IH-1y c onf alla
virolégica al tratamiento antirretroviral. Las muestras se seleccionaron del banco de
muestras del L aboratorio de D iagndstico V irologico, LD V, del C entro de
Investigacion en E nfermedades | nfecciosas, C IENI, del | nstituto N acional de
Enfermedades Respiratorias, INER. Se hizo una c onsulta del banco de muestras
desde 2008 y hasta 2014. La falla al tratamiento antirretroviral se considerd por
carga viral detectable y la presencia de mutaciones de resistencia a Inhibidores de

Proteasa en el gen pol viral que codifica, entre otras enzimas, a la proteasa viral.

Las mutaciones de resistencia a Inhibidores de Proteasa, | Ps fueron previamente
identificadas en el LDV por pruebas de genotipificacion-secuenciacién del gen pol,
de tal manera que la genotipificacion, en conjunto con la existencia de una cantidad
de plasma s uficiente para c ompletar |a metodologia, f ueron c onsiderados c omo

criterios de inclusion en el estudio. Se obtuvo un total de 103 muestras.

Para cada muestra se extrajo el RNA viral, s e amplificaron y secuenciaron |os
genes gag y proteasa viral y se construyeron virus quimeéricos con la regién gag-
proteasa de cada muestra para ensayos de capacidad replicativa viral, ECR. Para
la proteasa ademas, se repitio y compard la genotipificacion de |as mutaciones de
resistencia a |Ps para asegurar su inclusion en el estudio. El presente trabajo fue
evaluado y aceptado por el Comité de Ciencia y Bioética del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias, INER.

5.2 Extraccion de RNA
Se extrajo el RNA viral de pl asma para cada muestra utilizando el kit QlAamp®

Viral RNA M ini Kit ( QIAGEN, V alencia C .A). La ex traccion s e logré por union
selectiva del ac ido n ucléico a un a membrana d e s ilica-gel di spuesta e n u na
columna. La centrifugacion del plasma a altas velocidades 1 5-17000 rpm por 2
horas, concentra | as particulas virales en un p ellet que se lisa bajo c ondiciones
desnaturalizantes c on bas e e n t iocianato de g uanidina; el lisadose uni6 a la

membrana de silice y el RNA unido a la membrana se estabilizé y lavé con buffers
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de alta fuerza ionica. F inalmente, el RNA viral s e eluyd con un bu ffer | ibre de

RNAsas y de baja fuerza idnica.

5.3 Amplificacion de la proteasa viral
Se a mplificd| ar egion pr oteasa-retrotranscriptasa del g en pol viral de

aproximadamente 1400 pb. Se llevaron a cabo dos rondas de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), la primera por transcripcion inversa acoplada a PCR y una
segunda reaccion especifica para la obtencién de DNA en cantidades suficientes y
medibles. Para ambas rondas s e utilizé un termociclador V eriti 96 well Thermal

Cycler (Life Technologies, Carlsbad, CA).

Para la primera amplificacidn y retrotranscripcion, se utilizé la enzima SuperScript®
[l One-Step RT-PCR Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, CA), con el
siguiente par de primers: primer “forward” PR 5’0OUTER (Posicion en H XB2, 2009-
2031) y primer “reverse” RT 3’OUTER (3576-3603) de acuerdo a la siguiente mezcla

de reaccién y programa de amplificacion.

Componente Volumen por muestra
dH,O 3L
Buffer 2x 12.5 uL
Primer “foward” PR 5’'OUTER (20 pmol/pL) 0.5 L
Primer “reverse” RT 3’OUTER (20 pmol/uL) 0.5uL
RT-Taq platinum polimerasa 0.5 yuL
RNA viral 5uL
Volumen final 25 uL

Programa de amplificacién: 1 ciclo de 30 min a 50°Cy 3 min a 94°C, 35 ciclos de
30s a94°C, 30s a 60°C y 2 min a 72°C, finalmente 1 ciclo de 5 min a 72°C.

Para la segunda ronda de a mplificacion se utilizé la enzima P latinum® Taqg DNA
polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA), y los primers “forward” PR 5’ INNER (2057-
2081)y “reverse” RT 3’ INNER (3559-3485) de ac uerdo a la siguiente mezcla de

reaccion y programa de amplificacion.
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Componente Volumen por muestra

dH,0 13.75uL
Buffer 10x 2.5uL
MgCl 50 mM 1uL
dNTP’s mix (1.25mM) 4uL
Primer “foward” PR 5’ INNER (20 pmol/uL) 0.5uL
Primer “reverse” RT 3’ INNER (20 pmol/uL) 0.5uL
Taq platinum DNA polimerasa 0.25uL
DNA primera ronda 2.5uL
Volumen final 25uL

Programa de amplificacion: 1 ciclo de 94°C por 3min, 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s
a 60°Cy 2 min a 72°C, finalmente 1 ciclo de 5min a 72°C.

5.4 Amplificacién del gen gag-pro
Se amplificé la regién gag-pro viral de aproximadamente 1500 pb por dos rondas

der eacciébne nc adena del ap olimerasa ( PCR ani dada), lapr imera por
transcripcion i nversaac opladaaP CR.P araa mbasr ondass eut iliz6 un

termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Life Technologies, Carlsbad, CA).

La primera amplificacion también utilizé la enzima SuperScript® Il One-Step RT-
PCR P latinum® T aq H igh F idelity ( Invitrogen, C arlsbad, C A), s eguidade | a
amplificacion de la region de interés en un solo paso. Se utilizé el siguiente par de
primers: p rimer “f orward” 623Fi (623-634)y ‘“reverse” 2cRx (2849-2826) de

acuerdo a la siguiente mezcla de reaccion y programa de amplificacion.

Componente Volumen por muestra
dH,O 8.5 uL
Buffer 2x 12.5 uL
Primer “foward” 623Fi (20 pmol/uL) 0.5 uL
Primer “reverse” 2cRx (20 pmol/uL) 0.5 uL
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RT-Taq platinum polimerasa 0.5 uL
RNA viral 25uL
Volumen final 25 uL

Programa de amplificacion: 1 ciclo de 30 min a 85°Cy 2 min a 94°C, 35 ciclos de
15s a 94°C, 30s a 55°C y 2 min a 68°C, finalmente 1 ciclo de 5 min a 68°C.

Para la segunda ronda de a mplificacion se utilizé la enzima P latinum® Taqg D NA
polymerase ( Invitrogen, C arlsbad, C A), y | os primers “forward” G1 (691-710) y
‘reverse” G10 (2343-2325) de ac uerdo a | a s iguiente m ezcla de r eacciony

programa de amplificacion.

Componente Volumen por muestra
dH,0O 16.25uL
Buffer 10x 2.5uL
MgCl, 50 mM 1uL
dNTP’s mix 1.25 mM 4uL
Primer “foward” G1 (20 pmol/uL) 1uL
Primer “reverse” G10 (20 pmol/uL) 1uL
Taq platinum DNA polimerasa 0.25uL
DNA primera ronda 2.5uL
Volumen final 25uL

Programa de amplificacién: 1 ciclo de 94°C por 3min, 35 ciclos de 30s a 94°C, 30s
a 56°Cy 2 min a 72°C, finalmente 1 ciclo de 5min a 72°C.

5.5 Verificacion de amplicones proteasa y gag por electroforesis en gel de
agarosa al 1%
Para la visualizaciéon y comprobacién de los amplicones de aproximadamente 1500

pby 1400 pb para gag-pro y pol respectivamente, se realizé un gel de agarosa al
1%. Se utilizdé el marcador de peso molecular ¢x 174 RF DNA/Hae Il Fragments
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y se incluyd en t odos los casos un control negativo en

cuyo pozo no debe observarse banda.
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Figura 5.1. Foto de gel de agarosa al 1% para la confirmacion de amplicones gag-pro
(izquierda) y pol (derecha). En recuadro morado se muestra el patron de bandas del marcador de
peso m olecular, el recuadro v erde m uestra el ej emplo de b anda para un a delas muestras de
acuerdo al peso correspondiente. El recuadro rojo muestra el pozo de control negativo. Se utilizé
Gel Red (Gel Red ™) como agente intercalante de DNA.

En caso de n o amplificacion se probd con el doble de v olumen de R NA para la
primera ronda de PCR, disminuyendo el volumen correspondiente de agua. Con un

segundo resultado negativo, se probd con una nueva extraccion de RNA.

5.6 Purificacion de productos de amplificacion
Posterior a | a comprobacion en gel de agarosa para ambos genes, se purificaron

utilizando el kit de purificacion QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN, Valencia,
CA). La purificacion se llevo a cabo por union selectiva del DNA a una membrana
de silica dispuesta en una columna bajo presencia de una alta concentracién de
salesy pH <7.5. Las i mpurezas s e el iminaron por | avados con bu ffers d e al ta
fuerza idnica y el DNA purificado se eluy6 por buffer de baja fuerza idnicay pH

basico.

5.7 Cuantificacion de productos de amplificacion
Para una e ficiente r eaccion d e s ecuencia s e ¢ uantificé ¢ ada a mplicon pa ra

asegurar un rango de concentracion de entre 10-40 ng/uL. Los amplicones gag-pro
y pol se c uantificaron ut ilizando un es pectrofotdmetro N anoDrop® N D-1000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE). La pureza del DNA purificado fue evaluada en
el software por la relacién entre acidos nucleicos/proteinas (absorbancia 260/280),

siempre considerando valores mayores a 1.8.
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5.8 Secuenciacién de proteasa y gag
Una vez purificado y cuantificado cada producto de PCR se llevé a cabo la reaccién

de secuenciacién. Para ambos genes se hizo una dilucién apropiada para asegurar
el rango de concentracion10-40 ng/uL y se acoplo el sistema a placas de 96 pozos
compatibles con termocicladores Veriti 96 well Thermal Cycler (Life Technologies,
Carlsbad, C A). S e ut iliz6 el m étodo d e S anger que ut iliza di deoxinucledétidos
(ddNTPs), estos nucledtidos m odificados carecen del grupo OH 3” libre y estan
marcados por fluorescencia de ac uerdo a | a bas e c orrespondiente ( Adenina,
Timina, Guanina y Citocina). Al incorporarse en la reaccion de secuencia, funcionan
como terminadores de cadena que posteriormente son separados por electroforesis
capilar. Para la reaccion de secuencia se empled el reactivo Big Dye T erminator
v.3.1 ¢ ycle-sequencing ( Life T echnologies, C arlsbad, C A) q ue i ncluye al os
ddNTPs marcados c on fluorocromos. La PCR de s ecuencia s er ealizd en un
termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler (Life Technologies, Carlsbad, CA).

5.8.1 Secuenciacioén de la proteasa viral.
Se realizaron siete reacciones individuales utilizando siete primer’s distintos que

aseguran cubrir la region proteasa-retrotranscriptasa del gen pol en ambos sentidos
(3’25 y 5 >3"). Cuatro primer’s “forward” POL_A (2164-2188), POL_B (2610-
2634), POL_C (3007-3031) POL_D (2252-2275); Tres primer’s “reverse” POL_F
(2610-2586) POL_G (3008-2985) POL_H (3550-3526).

5.8.2 Secuenciacién de gag-pro.
Se realizaron oc ho reacciones i ndividuales utilizando ocho primers distintos que

aseguran c ubrir | a r egién gag-pro en a mbos s entidos (3'>5"y 5" =3"). C uatro
primer’s “f orward” G2 (734-750), GAS3 (1401-1420), GAS5 (1697-1716),
HPR1977 (1957-1976); Cuatro primers “reverse” GS1 (1097-1074), GAS4 (1481-
1462), GAS6 (1790-1771), GA2274R (2295-2274).

Para a mbos g enes s e preparé | a siguiente m ezcla de r eaccidony programade

amplificacion.
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Componente Volumen por muestra

dH,O 3.5uL

Buffer 5x 2uL
BigDye v3.1 0.5uL

Primer’s (2pmol/uL) 2uL
Dilucion de DNA (10-40ng totales) 2uL
Volumen final 10uL

Programa en termociclador: 1 ciclo de 1min a 96°C, 40 ciclos de 10s a 96°C, 5s a
50°C y 1min a 60°C.

Concluida | a reaccion de a mplificaciéon, |a placa s e p urificé utilizando ac etato de
sodio 3 M (adicion de 1 pL por pozo de reaccion) y etanol al 100% (50 pL por pozo)
para la precipitacion de DNA. Se mezclo con vértex y se centrifugd por 20 min a
2000 rpm. Se quitd el excedente de etanol por centrifugacién de la placa invertida
en papel absorbente a 150 rpm por un minuto. Se adicion6 150 uL de etanol al 70%
para la eliminacidn de impurezas con una centrifugacion de 5min a 2000rpm. Se
realizaron como minimo d os pas os d e c entrifugacion para eliminacién d e etanol
con placa invertida en papel absorbente a una velocidad de 500 rpm por 2 minutos.
Posteriora 15 minutos de s ecado at emperatura am biente, el pr ecipitado s e
resuspendio e n 10 pL de formamida con una centrifugacion final de 150rpm
durante 1 min para eliminar todos |os excedentes adheridos a | a pared del pozo.
Finalmente la placa se desnaturalizdé a 95° C por 2 minutos con choque térmico en

hielo por 2 minutos.

Los productos de reaccion de secuencia se separaron por electroforesis capilar en
el equipo ABI Prism 3730xI D NA G enetic Analyzer (Life T echnologies, C arlsbad,
CA). La pr eparacion de | a placa par a s u a nalisis, as ic omo | ar evision d el
elecroferograma s er ealizd c on el s oftware S equencing A nalysis v5.4 ( Life
Technologies, Carlsbad, CA). El ensamblado de los primer’s para cada generar la
secuencia c onsenso de c ada muestra, s e r ealizé ¢ on d os s oftwares di stintos

dependiendo del gen a analizar:
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- Proteasa viral: Se utilizé el sistema de genotipificacion de Viroseq Version 2.8
Build 8, 2008 de Celera. El sistema permite la deteccion de mutaciones en
proteasa y r etrotranscriptasa q ue c onfieren r esistencia a ant irretrovirales
cuyo bl anco d e ac cion s ea al guna de estas e nzimas v irales. E | s oftware
permite ad emas, | a revision y edicion m anual de ¢ ada primer en samblado
para obtener la secuencia consenso de cada muestra.

- NOTA. Los pr imerses tan di sefiados parac ubrirl ar egion pr oteasa-
retrotranscriptasa del gen pol, sin e mbargo, las secuencias fueron cortadas

para incluir solamente las secuencias de proteasa.

- Gag-pro. Se hizo revision y edicion manual de | as secuencias ensambladas
utilizando el software Geneious 5.6.4. Al igual que con la proteasa viral, se

obtuvo una secuencia consenso del gen gag para cada paciente.

Las s ecuencias g eneradas para ambos genes se archivaron en formato F ASTA

para analisis subsecuentes.

5.9 Analisis de las secuencias proteasay gag

5.9.1 Comprobacién de mutaciones de resistencia a Inhibidores de Proteasa
en la proteasa viral
Con | as s ecuencias consenso d el a pr oteasa v iral, se g eneré el r eporte de

resistencia a | Ps utilizando el sistema Viroseq. E sta genotipificacion, se comparé
con la previa realizada por el Laboratorio de Diagndstico Virologico, LDV del CIENI.
Como se mencion6 en la seccion 5.1, se incluyeron las muestras cuyo resultado
correspondiera a la previa genotipificacion. En caso de genotipos discordantes, se
hizo un analisis detallado de las secuencias y se incluyeron aquéllas que resultaron

mas limpias y con menor grado de edicion.

5.9.2 Alineamiento de secuencias proteasa y gag
De manera independiente, las secuencias consenso de gag y proteasa, en formato

FASTA, se importaron y alinearon con el programa MEGA 6.2 (Analisis Molecular
de G enética E volutiva). E | pr ograma ut iliza | a h erramienta C lustal W para el

alineamiento multiple de secuencias. Una vez obtenido el primer alineamiento, se
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edité de forma manual, en conjunto con una secuencia de referencia VIH-HXB2 y
una secuencia de V IH s ubtipo B, obtenidas de | a base de d atos de V IH de L os
Alamos [34]. Se consideraron en cada s ecuencia | as i nserciones y /o del eciones
para lograr el mejor alineamiento. Se utilizé la secuencia de HXB2 como referencia
para la numeracién de las proteinas tanto de la proteasa como de las proteinas de

Gag.

5.9.3 Analisis filogenéticos
Se construyo un arbol filogenético para las secuencias gag y proteasa de todos los

individuos en estudio a partir del fragmento de una longitud aproximada de 1500 pb
del gen gag y 300pb para proteasa. Se utilizé el programa MEGA 6.2 con el método
de Maximum Likelihood, calculando las distancias evolutivas con el modelo General
Time Reversible Model que considera la posibilidad de reversion de mutaciones en
el modelo. La significancia del arbol se probé mediante 1000 réplicas de bootstrap.

Se incluyo la secuencia de referencia HXB2 subtipo B del VIH-1 [34].

5.9.4 Analisis evolutivo de las secuencias gag
Se buscaron posiciones dentro de gag que tuvieran evidencia de estar sujetas a

presion s electiva p ositivay r eflejaran | a evolucion del virus en es ta p arte del
genoma. La busqueda se hizo utilizando un modelo evolutivo de c odones basado
en razones de sustituciones sinénimas (dS) y no sindnimas (dN) de aminoacidos,

disponible a través d el servidor en linea D ataMonkey (www.datamonkey.org). El

modelo utiliza al analisis SLAC (Single-Likelihood Ancestor Counting). Este analisis

estima valores de:

NN NS

N =z ¥ 45 55

Donde ES y EN son valores esperados y NS y NN valores observados de acuerdo
al ajuste que realiza reconstruyendo secuencias ancestrales sitio por sitio a lo largo
de un alineamiento de s ecuenciasy ut ilizando par ametros de modelos de

nucleotidos y c odones dond e c alcula cada v alor de ac uerdo a | as s ustituciones

sindbnimas y no sinbnimas para cada sitio.
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Si dN>dS (razon de sustituciones no sindbnimas mayor a | a razon de sustituciones
sinénimas) se concluye que la posicidon se encuentra bajo seleccién positiva y es un
sitio que tiende a la variacion. Si dN<dS se dice que la posicién se encuentra bajo
presion s electiva n egativa o g ue tiende a la conservacién ya quelarazén de
sustituciones sindnimas es mayor. Los valores s e consideraron e stadisticamente

significativos con un valor de p<0.01.

5.10 Ensayo de capacidad replicativa viral
El E nsayo de C apacidad R eplicativa Viral s e bas a en | a c onstruccion d e virus

quiméricos/recombinantes a p artir de | a amplificaciéon d e u na r egion un ica de
interés, en es te caso gag-pro, de virus circulantes d e i ndividuos i nfectados. E |
amplicon se inserta en un v ector viral N L4-3 plasmidico carente de la region de
interés: pNL4-3A gag-pro. Los virus producidos se propagan en una linea celular
linfoide inmortalizada que contiene un gen reportero para la infeccion, y puede ser

monitoreado por citometria de flujo. La metodologia se describe a continuacion.

5.10.1 Construccion de virus quiméricos

5.10.1.1 Preparacién de plasmidos pNL4-3 y pNL4-3A gag-pro

Se utilizé un v ector plasmidico pNL4-3A gag-pro paral a g eneracién de v irus
quiméricos de ¢ ada muestra i ncluida e n el es tudio. El pl asmido c ontiene | a
secuencia de referencia NL4-3 del VIH-1 a la cual le ha sido deletada la regién gag-
proteasa. La region se reemplazé con dos sitios de restriccidon para la enzima BSTE
Il'y se transformo y cultivd en bacterias E. coli competentes, STBL3 que carecen
de recombinasas y originan menor variabilidad. EI plasmido contiene marcadores

de resistencia a ampicilina.

El v ector pl asmidico pNL4-3 s e utiliz6 como control positivo en los e nsayos de
capacidad r eplicativa y a que c ontiene el g enoma v iral c ompleto, c omparte | as
mismas caracteristicas que el pNL4-3A gag-pro y de i gual manera, se transformé
cultivd en bacterias E. coli competentes, STBL3.

Para | a produccion d e virus q uiméricos y ensayos d e capacidad replicativa es
necesaria | a purificacion del plasmido pos terior al cultivo de bac terias en medio
Luria Bertani, LB. El cultivo se realiz6 de la siguiente manera:
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- Cultivo 1. Dia 1. Se tomd un inoculo de bacterias transformadas a partir del
stock en g licerola -80°Cy secreciben5m Ldemedio LBy 5uL de
ampicilina. El cultivo se mantuvo en agitacién por 8 horas a 37°C y 300rpm.

- Cultivo 2. Dia 2. Previamente se esterilizd y almacen6 a 4°C 500mL de medio
LB. Una hora previa al cultivo 2, se hicieron alicuotas de 100mL de medio LB
con 10 OpL d e am picilina en m atraces t ambién pr eviamente es terilizados.
Transcurridas las ocho horas de cultivo y en c ampana de flujo laminar, se
adicionaron 50 OuyL del cultivo 1 a ¢ ada matraz. E | cultivo se mantuvo en
agitacionp or1 6 horasa 37° Cy 30 Orpm | ogrando una c oncentracion

aproximada de 3—4 x 109 cells/ml.

La purificacién de los plasmidos a partir del cultivo de 16 horas se realiz6 con el kit
QIAGEN® P lasmid Purification ( QIAGEN, V alencia C .A) de ac uerdoa | as
instrucciones del fabricante. La purificacion s e | ogré p or | isis al calinad e | as
bacterias seguida de | a union s electiva del plasmido a una resina dispuesta en
columna que opera por fuerza de gravedad. La union se favorecié en condiciones
de baj a c oncentracion de s alesy pH ad ecuado. C ontaminantes ¢ omo R NA,
proteinas e impurezas de bajo peso m olecular f ueron removidas por |avados a
base d e s ales. El pl asmido s e el uyd a altas c oncentraciones de s ales p ara
finalmente concentrarlo y desalarlo por precipitacion en isopropanol.

Una vez purificados los plasmidos, se midié su concentracion por NanoDrop® ND-
1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE) y se evalué la integridad del plasmido por
digestion con la enzima de restriccion Hindlll de New Englad, BioLabs de acuerdo
a las instrucciones del inserto. El motivo de DNA que reconoce la enzima se
especifica a continuacion:

5 . AAGCTT... 3
3. .TTCGAA...5
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Figura 5.2. Izquierda. Esquema que muestra el tamafio de los plasmidos pNL4-3 y pNL4-3A
Gag-pro asi como los sitios de restricciéon para Hindll y Bstell. Derecha. Imagen de un gel de
agarosa al 1% que muestra la digestion por Hindlll de pNL4-3 y pNL4-3A Gag-prot. De
izquierda a derecha, el segundo pozo muestra el plasmido pNL4-3 sin digerir, tercer pozo pNL4-3
digerido m ostrando un p atrén de c inco bandas de d istinto peso molecular. Q uinto pozo pN L4-3A
Gag-pro sin digerir, y sexto pozo pNL4-3A Gag-pro con un patron de cuatro bandas de distinto peso
molecular.

5.10.1.2 Amplificacion de la regiéon gag-proteasa
Para la amplificacidn de la regidén gag-proteasa se utilizaron primer’s largos que

favorecen la recombinacion con el plasmido pNL4-3A gag-pro. Primer “forward”
Gagpro chimeric recomb_F_toshi
(5"GACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAG
TACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGG-3") y primer
‘reverse” GagPro chimericrecomb_R_new
(5"GGCCCAATTTTTGAAATTTTTCCTTCCTTTTCCATTTCTGTACAAATTTCTACTAATGC
TTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGCCATTGTTTAACTTTTG-3"). Se hizo una PCR

anidada utilizando el producto de amplificacion de la primera ronda descrita en la
Seccion. 5.4 Amplificacién del gen gag-pro. y la enzima The Expand High Fidelity

Taq polymerase, Roche.
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Componente Volumen por muestra

dH,O 38.5uL

Buffer 10x HF 5uL

MgSO, 50 mM 2uL

dNTP’s mix 10 mM 1uL

Primer “forward” recombinante (20 pmol/uL) 0.5uL
Primer “reverse” recombinante (20 pmol/uL) 0.5uL
Taq platinum HF DNA polimerasa 0.5uL
DNA primera ronda 2.5uL

Volumen final 50uL

Programa de amplificacion: 1 ciclo de 94°C por 2min, 40 ciclos de 30s a 94°C, 30s
a 60°Cy 2 min a 68°C, finalmente 1 ciclo de 7min a 68°C.

El producto de PCR se corrié en g el de agarosa al 1% y fue purificado con el kit
QIAquick® P CR P urification Kit (QIAGEN, Valencia, CA) como se describié en |l a

Seccion 5.6 Purificacion de productos de amplificaciéon

5.10.1.3 Linearizacion del plasmido pNL4-3A gag-pro.
Para que el plasmido pueda recombinarse con laregién gag-pro amplificada de

cada pacientey s eam as e ficiente el proceso d e r eplicacidon, se | ineariz6 por
restriccion c on| a enzima B stell (New Englad B ioLabs), de acuerdo al as
instrucciones del f abricante. E | motivode D NA q ue r econoce lae nzimas e

especifica a continuacion:

5  GGTNACC...3
3...CCANTGG...5

Para conocer el volumen de enzima necesario para la restriccion se considero lo

siguiente:

- El numero de muestras a incluir para la generacion de virus quimeéricos.
- Se requieren 10 yg de plasmido linearizado por muestra.
- La concentracion del plasmido pNL4-3A gag-pro purificado por Maxi-Prep.

- Dos unidades de Bstell son necesarias para digerir 1 ug de plasmido.

1 uL de enzima contiene 10 unidades.
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Eg. Para la generacion de 20 virus quiméricos con una concentracion de plasmido
pNL4-3A gag-pro de 500ng/uL

10 ug de pNL4—3A Gag—prot 1 pL plasmido purificado 2 unidades Bstell 1uL de enzima

20muestras X
1 muestra 0.500pug de pNL4—-3A Gag—prot 1pg de pNL4—3A Gag—prot 10u Bstell

De acuerdo al calculo anterior se requeririan 80 pL de enzima para la digestion del
plasmido pNL4-3A gag-pro por una hora a 60°C de acuerdo al inserto.

5.10.1.4 Co-transfeccioén del plasmido y amplicones gag-pro por
electroporacién en linea celular GXR
Los virus q uiméricos/recombinantes fueron g enerados por ¢ o-transfeccion d el

plasmido pNL4-3A gag-pro linearizado en conjunto con el producto de PCR gag-pro
de cada muestra. La co-transfeccion se llevo a cabo por electroporacion en la linea
celular GXR en el laboratorio de Bioseguridad Nivel 3 del CIENI. Las células GXR
son un al inea c elular | infoide i nmortalizada, q ue ex presa en s u s uperficie el

receptor CD4 y | os c orreceptores CCR5y C XCR4 para |l ainfeccion por V IH-1.
Estas células contienen ademas un gen reportero dependiente de |a expresién de
la pr oteina viral Tat que s e e ncuentra acopladoa un LTRr etroviral. E|gen
reportero corresponde al a proteina v erde fluorescente, G FP, c uya ex presion
permitié hacer el seguimiento de | a produccién de v irus quiméricos por citometria

de flujo.

5.10.1.5 Preparacion de células GXR
La linea celular se mantuvo en medio R10 (RPMI con 10% suero fetal bovino, 1%

penicilina-streptomocina, 1% L-glutamina) a 37°C, 0.5 % CO2 y 85 % de humedad.
Para pr oduccidon d e virus g uiméricosy ensayos de capacidad replicativas e
mantuvo una concentracion de 1x10° células/mL de medio que mostré ser efectiva
para el crecimiento de |as células en cantidades s uficientes. P ara su conteo, se
tomé un v olumen adecuado de m edio y posterior a s u centrifugacion a 150 0 rpm

por 10 min, se contaron en microscopio utilizando azul tripano como colorante vital.

5.10.1.6 Co-transfeccidén de GXR por electroporacion
Se ut ilizé el s istema de el ectroporacion de B |0-RAD, Gene P ulser X cell™

Electroporation S ystem q ue emplea choques eléctricos para per meabilizar la

membrana celular y permitir la entrada de DNA externo. Se utilizaron cubetas de
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0.2 cm (Gene Pulser/MicroPulser Electroporation Cuvettes, BIORAD), compatibles

con el sistema de electroporacion.
Para la co-transfecciéon se considero:

- De acuerdo al volumen total de digestion en la seccion 5.10.1.3, se tomd la
alicuota necesaria para la adicion de 10 ug de plasmido pNL4-3A gag-pro por
muestra.

- Los 50 uL del producto de PCR gag-pro purificado de cada muestra.

- Se electroporaron 2x10° células GXR por muestra.

Una v ez c entrifugadas y c ontadas | as c élulas, s e r econstituy6 el pel let en el
volumen de m edio n ecesario par a u na concentracion de 2. 5x10%/mL, don de la

adicion de 800 pL proporciona 2x10° células por muestra.

Se hizo una mezcla de la alicuota de plasmido pNL4-3A gag-pro digerido, mas el
producto de PCR de cada muestra y los 800 pL de células. El volumen se dispuso
en las cubetas de electroporacion. Se mezcl6 por pipeteo para homogeneizar cada
muestra y se prepard un control negativo y positivo para cada ensayo:

-Control positivo: Se utilizé el plasmido purificado pNL4-3
-Control neg ativo: S e adi cion6 agua D EPC en sustitucion al producto de
PCR.

Cada muestra se electroporé bajo las siguientes condiciones:

- 300 Volts

- 500 uF de capacitancia

- = Resistencia

- 4 mm de grosor de celda

- 9 ms de tiempo de exposicidon

Posterior al choque eléctrico, se dejaron en reposo por 45 minutos y por pipeteo se
transfirid el volumen a botellas de cultivo de 20 mL, con 5 mL de medio R10. Se
incubaron a 37°C, 0.5% CO, y 85% de humedad.
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5.10.1.7 Propagacion de virus quiméricos
Posterior a dos dias de cultivo, se adicionaron 5 mL de medio para per mitir el

crecimientoy pr opagacibndel osv irusg eneradosenc asoq ues e hay a
ensamblado un genoma completo dentro de las células. Las células se dejaron en
contacto c on el virus por untiempo a proximadod e 10 di as permitiendo s u
propagacion, a partir del cual, se realizo el primer monitoreo por citometria de flujo.
A partir de este primer monitoreo, el cultivo se mantuvo por remocion y reemplazo
de 2 mL de medio R10 por aproximadamente 21 dias.

Para el monitoreo de la produccion de los virus quiméricos se tomo una alicuota de
2 mL de cultivo en tubos de citometria, se centrifugé a 1500 rpm por 10 miny se
hicieron dos lavados conunasolucionde PBSy 5% EDTA bajolas mismas
condiciones de centrifugacion. El pellet se resuspendié en 0.5 mL de formamida al

1% para fijar las células.

5.10.1.8 Monitoreo por citometria de flujo
La expresiond e G FPen c élulast ransfectadasy pr oductoras devi rus

recombinantes, s e hi zo en el c itdbmetro Attune A coustic F ocusing C ytometer,
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) utilizando el canal FITC en el laser azul. El
%GFP s e ¢ onsider6 c omo un a medida indirectad el ar eplicaciéon d el v irus
recombinante en cada cultivo. Para la realizacion de todos los ensayos, incluyendo
el monitoreo d e produccion de virus g uiméricos, titulaciony E CR, el equipo se
inicializd de ac uerdo a las instrucciones del fabricante considerando: controles de
calidad di aria q ue aj ustan | os v oltajes y | aseres en el i nstrumento, pur ga de |
sistema de fluidos paraev itarl a formacion d e bur bujasy q uitar i mpurezas
adheridas al as m angueras, as i c omo protocolos de | impieza es pecificos y

exhaustivos para evitar taponamientos.

Para e valuar | a pr oduccion d e v irus q uiméricos, el v alora pa rtirdel cualse
consideré positiva la expresion de G FP, se establecié con el control negativo del
ensayo, c onsiderando 0. 1% de ex presion como v alor m aximo de fluorescencia
basal. Las muestras cuyo cultivo expresaran mas de 20% de GFP se cosecharon y
almacenaron para el ensayo de capacidad replicativa. La ¢ osecha de | os virus
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recombinantes se realizé por centrifugacion del volumen total del cultivo en un tubo
Falcon de 15mL (1500 rpm por 10 min), guardandose 8-9 alicuotas de 1 mL del

sobrenadante a -80°C; el resto del cultivo se desechd.

Los resultados generados en el citometro se analizaron en Flowjo, version 10.0 de
acuerdo a | a s iguiente es trategia d e a nalisis: S e s eleccionaron c élulas unicas,
singlets> seleccién de células vivas - porcentaje de células G FP positivas de

acuerdo al valor establecido durante la lectura del control negativo (Figura 5.3).
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Figura 5.3. E strategia d e a nalisis d e ci tometria d e flujo p ara el procentaje de GFP en células G XR
infectadas con virus recombinantes. Se seleccionaron células unicas o singlets (A), de esta poblacién se
analizaron linfocitos vivos (B). La expresion de GFP en plot e histograma del control negativo, se muestran en
los paneles C y D, valores menores a 0.1%GFP se consideraron como negativos. Se muestra un ejemplo
representativo de un cultivo con valores positivos de GFP en pl ot e histograma con un 27.4% de expresion,

panel Ey F.
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5.10.2 Titulacion
Para conocer el numero de particulas virales quiméricas por cultivo y para que los

ensayos de capacidad replicativa pudieran ser comparables, cada quimera se tituld
por i nfeccion de c élulas G XR. En una pl acade 24 p ozos s e i nfectaron 1x10°
célulasenunvolumende 100 yLconunaalicuotade400 uyLdelosvirus
quiméricos previamente descongelados. Cada virus se analiz6 por duplicado y se
incluyd un c ontrol negativo y un duplicado del control positivo (virus NL4-3). En el
dia 1 pos t-infeccidon, se adicion61 mL de medio frescoy al dia2s emididla
expresion de % GFP en las células por pozo. P ara ello, se tomé una al icuota de
500 pL en una placa de 96 pozos, y al igual que en la propagacion de los virus, se
realizaron dos lavados con PBS y EDTA al 5% en las condiciones de centrifugacion

previamente descritas, finalmente las células fueron fijadas en formamida al 1%.

El ensayo de titulacion considera estandarizar cada virus quimérico a un valor de
multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.3, es decir, la cantidad de virus presentes en
cultivo por cada célula, se ajustd a un valor de 0.3. De esta manera, en el ECR se
adiciona | a alicuota a decuada para que la curva de c recimiento y |a c apacidad
replicativa sea comparable entre muestras. Para obtener el titulo de cada virus, se
consideré el valor promedio de % GFP del duplicado para cada cultivo viraly se
calculd la cantidad de virus necesarios para que al dia 2 de infeccion, el porcentaje
fuese de 0.3%

tidad de vi id (z)—o3(y<400“L)
cantiaa e virus requeriao (|t) = u. 0 _%GFP

5.10.3 Ensayo de Capacidad Replicativa Viral
El ensayo tiene como finalidad conocer la capacidad replicativa viral, CRV, de cada

virus quimeérico producido, en relacién a la CRV del virus de r eferencia NL4-3. E|
ensayo se realizo por infeccion de GXR de acuerdo al titulo obtenido en la seccion
anterior que considero una MOl de 0.3, la infeccién se monitore6 diariamente por
un periodo aproximado de 9 dias. Con la amplificacién gag-pro de c ada individuo
incluido e n el estudio, | a C RV dependera de | os p olimorfismos y m utaciones

contenidas en gag y la proteasa viral.
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Dia 0. Se hizo una dilucién del virus quimérico de acuerdo al titulo d eterminado
para cada muestra. Se tomo la cantidad de virus necesaria para lograr 0.3% de
expresion de GFP al dia 2 de infeccion y se diluyé a un volumen total de 500 pL.
En placas de 24 pozos se infectd 1x10° células GXR dispuestas en 100uL con 400
ML de la dilucion de cada virus quimérico. Las muestras se hicieron por duplicado

incluyendo un control negativo y un duplicado del control positivo (virus NL4-3)
Dia 1. Se adicion6 de 1 mL de medio R10 fresco

Dia 2-9. La curva de crecimiento para cada virus se monitore6 por citometria de

flujo para conocer el valor de CRV.

Para el calculo de la CRV, se realiz6 una estimacion logaritmica de los valores de
%GFP para obtener el valor de la pendiente de la curva de crecimiento para cada

virus considerando lo siguiente:

- Siel valor de %GFP al dia 6 fue <20% se tomaron los valores del dia 1-6

- Siel valor de %GFP al dia 6 fue >20% se tomaron los valores del dia 1-5

Con el valor promedio del duplicado para cada muestra se calcul6 la capacidad
replicativa CR, de acuerdo a la siguiente formula: en Excel, In(LOGEST((X1,X2,X3),
(Y1,Y2,Y3), 0, 0). E | v alor s e di vidié ent re el promediodel| a CR del virus de

referencia NL43 para obtener la CR relativa de cada individuo.

Finalmente, se hizo un analisis de control de calidad por filogenia y secuenciacion
para corroborar que las mutaciones que se encontraban en los virus circulantes de
cada i ndividuo no s e per dieran d urante | a pr opagacion d el v irus quimérico
correspondiente. Al serla CR dependiente de | a region g ag-pro de ¢ ada virus,
resultd de s uma i mportancia ¢ orroborar q ue | as mutaciones d e r esistencia a

Inhibidores de Proteasa se encuentran presentes durante el ECR.

De una muestra al eatoria d e v irus q uiméricos, s e ex trajo el R NA v iral par a
amplificar y secuenciar gag y proteasa viral. Se realizé la misma metodologia que
en las secciones 5.2 a 5.8 y se construy6 un arbol filogénetico con las secuencias
para identificar que la secuencia a partir del virus circulante y la secuencia del virus

quimérico, se encontraban en la misma rama del arbol.
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Las m uestras ¢ uyas m utaciones de r esistencia al Pss e encontraban ¢ omo
ambigledad en los virus circulantes y revirtieron durante la propagacion del virus

quimérico correspondiente, fueron excluidas del presente estudio.

5.11 Tipificacion de HLA clase |
Para es tudiar el impactodelos alelos HLA-len aCRVy suinteraccion c on

mutaciones presentes en la region Gag-pro de cada individuo, se hizo la tipificacién
a al ta r esolucion por s ecuenciacionde | osalelosHLAA By C.Sesiguiola
metodologia publ icada por ( HLA c lass | s equence-based typing us ing D NA
recovered from frozen plasma Cotton, L., et al. 2012) ya que la extraccién de DNA
a par tird e c élulas, PBMCs no era posible por c ontarse s 6loc on el pl asma

sanguineo de los individuos.

La extraccion de D NA s e |l ogré utilizando el kit comercial Invitrogen P ureLink™
Genomic DNA kit; (Life T echnologies, Burlington, ON, Canada) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La union selectiva del DNA a una membrana de silica-
gel di spuesta en columna, fue es tabilizada y |avada con b uffers de al ta fuerza
ionica. Finalmente, el DNA se eluy6 con un buffer libre de RNAsas y de baja fuerza

idnica.

Se utilizaron pr imers | ocus-especificos que pe rmitieron | a am plificacién de | os
exones 2 y 3 de cada alelo. La lista de primers utilizados se encuentran descritos
en el Anexo 1. Se hicieron reacciones individuales para cada gen amplificandolos
por PCR anidada y utilizando la enzima Expand™ High Fidelity Enzyme Mix, Roche
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) en termocicladores Veriti 96 well Thermal Cycler (Life

Technologies, Carlsbad, CA).

Componente Volumen HLA-A HLA-ByC
dH,O 25uL 27.5uL
DMSO 2.5uL -
Buffer 10x 5uL 5uL
MgCl, 25 mM 2uL 2uL
dNTP’s mix (25mM) 0.5uL 0.5uL
Primer “foward” (10uM) 3uL 3uL
Primer “reverse” (10uM) 3uL 3uL
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Enzyme Mix, Roche HF 1uL 1uL
Volumen de DNA extraido 8uL 8uL
Volumen final 50uL 50uL

Programa en termociclador: 1 ciclo de 3min a 95°C, 35 ciclos de 20s a 95°C, 20s a
60°C y 50s a 72°C, finalmente 1 ciclo de 7min a 72°C.

La segunda ronda de amplificacion se prepar6 de acuerdo a la siguiente mezcla de

reaccion y programa de amplificacién:

Componente Volumen HLA-A HLA-ByC
dH,O 11uL 12uL
DMSO 1uL -
Buffer 10x 2uL 2uL
MgCl, 25 mM 0.8uL 0.8uL
dNTP’s mix (25mM) 0.16pL 0.16pL
Primer “foward” (10uM) 1.1uL 1.1uL
Primer “reverse” (10uM) 1.1uL 1.1uL
Enzyme Mix, Roche HF 0.3uL 0.3uL
DNA primera ronda 2.6uL 2.6uL
Volumen final 20uL 20uL

Programa en termociclador: 1 ciclo de 3min a 95°C, 35 ciclos de 20s a 95°C, 20s a
62°C y 50s a 72°C, finalmente 1 ciclo de 7min a 72°C.

Posterior al ¢ orrimiento el ectroforéticod el as m uestras, s e pr epararon | os
amplicones para la reaccion de secuencia. Los productos de amplificacion de HLA-
Ay C s edi luyeronen proporcidon 3:57 pL/H,O m iliQy | os pr oductos de
amplificacion de HLA-B se purificaron enzimaticamente por ExoSAP-IT. Para ello,
se adicionaron 4 uL de cada producto de amplificacion mas 1 pyL de enzima y el
volumen total se incub6 en termociclador por 20 min a 37°C, seguidos de 20 min a
80°C para inactivacion. Transcurrido el tiempo de purificacion, se adicionaron 15 uL
de H,O miliQ para un volumen total de 20 yL. Para la reaccion de secuenciacion se

tomaron 2 pL de la dilucién correspondiente de HLA-A, By C.

Para la reaccion de secuencia se utilizaron 6 j uegos de primers especificos para
cada gen (Anexo 1). Se realizé el protocolo de s ecuenciacidony purificaciéon d e

placa de acuerdo al o descrito previamente e nla se ccion 5.8. Las s ecuencias
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derivadas de cada primer fueron ensambladas y analizadas con el programa Utype
Dx Sequencing Analysis Software (Thermo Fisher Scientific). El programa reconoce
y ac opla | as s ecuencias c orrespondientesal osexones2,3 dec adal ocus
obteniendo una secuencia continua, esta secuencia es comparada contra una base
de datos de alelos HLA-I. El programa arroja como resultado todos aquellos alelos
con los que se encontré similitud y la cantidad de diferencias (missmatches) entre
cada uno. Se realizé la revisidon y edicidn manual de ¢ ada nucledtido para evitar
ambiguedades en la tipificacion y se registraron unicamente alelos asignados con
100% de identidad (cero missmatches).

La tipificacion a par tir de | a m etodologia des crita ar rojé6 un alto por centaje d e
homocigosis, por |10 q ue s e dec idio r epetir de m anera par alela | a m etodologia
utilizando el R NA extraido par a ¢ ada m uestra. S e c onsiderd q ue | a s ilica-gel
utilizada en el kit no es especifica a R NA, sino a ac idos nucleicos, y que la alta
velocidad d e c entrifugacion para | a c oncentracion d e particulas v irales, t ambién
favorece | a ¢ oncentracion de D NA. E | por centaje de ho mocigosis di sminuyo

notoriamente.

5.12 Analisis estadisticos
Serealizé | aprueba Ude M ann-Whitney parala comparacion de dat os entre

grupos i ndependientes considerandose s ignificativos, v alores de p< 0.05. P ara
estudiar | a ex istencia de ¢ orrelaciones e ntre di stintos par ametros ( numero de
mutaciones vs. capacidad replicativa) se utilizd | a regresion lineal de S pearman.
Los an alisis ant es de scritos, asi como | a construccion y edicion de | as graficas

correspondientes, se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.0 .

Para el an alisis de p revalencia de H LA-lI se calcularon las f recuencias alélicas
utilizando la herramienta “HLA Freq Analysis” HLA Graphing”, Base de datos de
Los A lamos ( http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/hla/hla_graph.html). Para

el es tudio d el i mpacto de alelos H LA-I s obre la CR se eligieron al elos ¢ on
representatividad mayor a n=3. Se hicieron comandos adecuados para el software
STAT12.0 querealizé U M ann-Whitney par a c ada al eloy v alor de C apacidad
Replicativa. Los resultados se graficaron en GraphPad Prism 6.0.
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CAPITULO VI. RESULTADOS

6.1 Descripcién de la cohorte
Se estudié una cohorte de 103 individuos mexicanos con infeccion por VIH-1 con

un esquema de tratamiento antirretroviral incluyendo Inhibidores de proteasa. La
cohorte se extrajo del banco de pacientes del Laboratorio de Diagnéstico Virolégico
del CIENI y se tom¢ el plasma sanguineo de los individuos que presentaban falla
virolégica por la presencia de mutaciones de resistencia a IPs.

La proporciéon hombre:mujer fue caracteristico de la epidemiologia en México con
un 80 % de r epresentatividad masculina. De acuerdo a | os parametros clinicos de
cuenta de linfocitos T CD4+ y carga viral en plasma, los individuos mostraron el
poco control de la viremia con cargas virales elevadas y una media baja de CD4+
240 células/uL. Lo anterior es un reflejo del desgaste inmunoldgico y cronico de la
cohorte de estudio [102]. El rango de mutaciones de resistencia a IPs por individuo
en la cohorte fue de 0-7 mutaciones, con una mediana de 2 m utaciones mayores

de resistencia por individuo (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Descripcion de los parametros clinicos de la cohorte de estudio.

Proporcion de mujeres (%) 20
Numero de mutaciones mayores de resistencia a 2 [1-7]
IPs (mediana [rango])
Carga Viral Plasmatica (copias de RNA/mL) 44,817 [864 - >100,000]
(mediana* [rango])
Conteo de linfocitos T CD4+ (células/uL) (mediana* 240 [12-984]
[rango])

*Valor de la mediana con datos faltantes de 50 pacientes para la cuenta de Linfocitos T CD4+ y 5 pacientes
para Carga Viral.

6.2 Analisis filogenéticos
Como primer acercamiento al estudio de la variabilidad de | as secuencias gag y

proteasa debido al a ex posicion por | Ps, se hi zo el an alisis f ilogenético en
busqueda de ag rupaciones y eventos evolutivos comunes e ntre s ub-secuencias
(Figura 6.1).
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Figura 6.1 Arbol filogenético consenso para las 103 secuencias de la proteasa viral (superior)
y el gen gag (inferioir) de los virus presentes e n cada individuo incluido en el e studio. El
analisis filogenético f ue r ealizado por e | programa Mega 6 .06. Se utilizé e | método de M axima
Verosimilitud ( Maximum Li kelihood) t omando ¢ omo r epresentativo e | arbol c onsenso t ras 1 000
réplicas de b ootstrap. La di stancia e volutiva s e ¢ alculé ut ilizando e | m odelo “ General T ime
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Reversible Model (GTR)". Se muestra el nombre de la secuencia de referencia HXB2, tomada de la
Base de Datos de VIH de Los Alamos. http://wwwhiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/html

Los arboles f ilogenéticos no m ostraron ni nguna ev idencia d e clusters que
sugirieran una ag rupaciéon o s imilitud g enética c lara entre subconjuntosd e
secuencias. Las s ecuencias pr esentaron poca di vergencia en tre s i dadas las
ramas equidistantes a lo largo del arbol consenso, y los bajos valores de bootstrap
de los nodos externos. Esto sugiere una poblacion viral altamente homogénea.

El siguiente par de arboles se realizé con fines de control de calidad por filogenia
de |l as s ecuencias d e | 0s v irus q uiméricos pr opagados en el v ector pl asmidico
pNL43Agag y que contiene | a region gag-proteasa de c ada i ndividuo. Como se
describi6 en la metodologia, el valor de la capacidad replicativa se determiné con la
quimera c onstruida y esdes umai mportancia q ue dur ante el pr ocesod e
propagacion viral, las mutaciones de resistencia y polimorfismos asociados a IPs se
mantuvieran. En caso que la mutacion revirtiera, el ensayo de capacidad replicativa
viral no estaria r eflejando | a r eplicacion d e | a poblacion viral del individuo. Las
secuencias de la proteasa viral y el gen gag obtenidas de plasma y de las quimeras

se compararon y sometieron al mismo analisis filogenético.

Secuencias a partir de plasma sanguineo Secuencias de la quimera durante ensayo de
Capacidad Replicativa
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Figura 6 .2 Arbol f ilogenético p ara u n's ubconjunto d e s ecuencias d e | a p roteasa v iral
(superior) y el gen gag (inferior) de los virus quiméricos propagados. El analisis filogenético
fue realizado por el programa Mega 6.06. Se utilizé el método de Maxima Verosimilitud (Maximum
Likelihood) t omando c omo r epresentativo el ar bol c onsenso tras 100 O r éplicas de boot strap. La
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distancia e volutiva s e c alcul6 ut ilizando el m odelo “ General T ime R eversible Mode | (GTR)”. S e
muestra el nombre de la secuencia de referencia HXB2, tomada de la Base de Datos de VIH de Los
Alamos. (http://wwwhiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/html. El &rbol muestra para cada caso, que
la secuencia obtenida de plasma se localiza en la misma rama que el virus quimérico construido.

La Figura 6.2 mostro que tanto las secuencias de proteasa, como las del gen gag
obtenidas del plasma sanguineo, se localizan en la misma rama que las secuencias
de las quimeras construidas. El valor alto de boostrap fue indicativo de la similitud
entre los pares de secuencias y es un buen parametro que indica la conservacion
de las mutaciones durante la propagacion de las quimeras y por tanto, durante el
ensayo de capacidad replicativa. El analisis de los electroferogramas para cada par
de secuencias permitié identificar que en caso que la mutacion asociada a IPs se
encontrase como a mbigliedad e n el plasma s anguineo, ésta revierte durante la
propagacion de |l a q uimera c orrespondiente. Port anto, | as s ecuencias con
ambigledades se excluyeron del es tudio c onformando | a ¢ ohorte final de 1 03

individuos.

6.3 Ensayos de capacidad replicativa: Comparacién con una cohorte de
individuos virgenes a tratamiento antirretroviral
La determinacion de la Capacidad Replicativa relativa se logré por infeccion de la

linea celular GXR. Las quimeras construidas incluyeron la region gag-proteasa de
cada i ndividuo p ermitiendo el es tudio d e | a c o-evolucién de es tos g enes bajo
exposicion a IPs (ver metodologia seccion 5.10). Se logro el ensayo de 98 virus,

con cinco quimeras sin lograrse propagar.

El criterio de seleccidn para la inclusion de una muestra al estudio, fue la presencia
de mutaciones mayores de resistencia a I nhibidores de Proteasa en |la proteasa
viral, de acuerdo a la Figura 1.15. Conforme se repitié y corroboré el genotipo de
resistencia par a cada m uestra ( ver m etodologia 5. 9), s urgieron c asos q ue no
presentaban m utaciones m ayores, sino uni camente m utaciones menores o

secundarias (L101/V, K20R, M 361, A 71V/T/l). Aunque pudieron excluirse de | os
analisis, | a g uimera ya es taba c onstruida pors erunpas ol imitanteenl| a
metodologia dado el largo tiempo de propagacion. El primer analisis de la CR de la

cohorte incluyé a estos virus con mutaciones menores.
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La mediana de CR en la cohorte de estudio fue de 0.958366 [1.375486- 0.608133].
Para c onocer s i las m utaciones seleccionadas en gag-pro bajo esta m ultiple
presion s electiva tenian impacto en la capacidad replicativa, se compararon con
una cohorte de individuos virgenes a tratamiento antirretroviral. Los datos de esta
cohorte se obtuvieron del proyecto “Impacto de las mutaciones seleccionadas por
las moléculas HLA-I sobre |la capacidad replicativa del Virus de | nmunodeficiencia
Humana”, por Maribel Soto-Nava en el CIENI, (datos sin publicar). La c ohorte de
este proyecto es superior a las 500 muestras y de varios estados de la Republica
Mexicana; sin em bargo, s e s eleccionaron individuos de pr ocedencia g eografica
similar a la de los incluidos en el presente estudio (DF, y Estado de México) para

considerar una presion selectiva por HLA-I semejante [25].
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Figura 6 .3 Comparacion d e la capacidad replicativa en tre | a co horte con m utaciones d e
resistencia a IPs con una cohorte virgen a tratamiento. Los individuos que han seleccionado un
gran numero de mutaciones por exposiciéon a IPs presentaron una CR significativamente menor. Se
incluyé la comparacién con una cohorte de individuos con mutaciones menores a IPs cuya CR fue
significativamente mayor. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

La CR de los individuos expuestos a | Ps con mutaciones mayores de resistencia
fue significativamente menor en comparacion con individuos virgenes a tratamiento
(p=0.0002) (Figura 6. 3). D e igual manera, la C R de i ndividuos c on mutaciones
menores o0 secundarias fue significativamente mayor (p=0.0195). Este resultado es
un reflejo de la pérdida de capacidad replicativa por la seleccion de un gran numero

de mutaciones en la region gag-proteasa dada la exposicion a IPs.
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Ya que se tratdé del estudio de dos regiones distintas del genoma, los resultados
que se describen a continuacion contienen un c 6digo de c olores de acuerdo al a
region es tudiada. L as m utaciones q ue hac en r eferenciaal a proteasaviral s e
identificaron en negro eg. L90M. Las mutaciones que hacen referencia al gen gag

se identificaron en azul eg. A431V

6.4 Ensayos de Capacidad Replicativa: Impacto de mutaciones secundarias
en la proteasa viral y que han sido previamente asociadas a un efecto
compensatorio

Se ha reportado que las mutaciones secundarias 0 menores dentro de |la proteasa

viral se seleccionan fuera del sitio activo y tienen un e fecto compensatorio en | a
capacidad replicativa [83]. Como siguiente an alisis, se evalud si la presencia de
estas mutaciones en una proteasa resistente a |IPs mostraba efecto compensatorio
en |la cohorte d e es tudio. Las mutaciones q ue s e a nalizaron de acuerdo alas
caracteristicas de la cohorte fueron: L10I/V, K20R, M361, A71V/T/I.

Para este analisis, se consideraron dos grupos de ¢ omparaciéon: 0-1y mas de 2
mutaciones compensatorias (panel izquierdo, Figura 6.4); menos de 2 y mas de 3
mutaciones compensatorias (panel der echo, Figura6. 4). N os e obt uvoun a
diferencia significativa entre los valores de CR de | os grupos de comparacion. El
resultado s ugiere que | a presencia de es tas m utaciones e n | a proteasa viral no

tiene un efecto compensatorio significativo en la cohorte de estudio.
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Figura 6.4. Efecto de mutaciones compensatorias en la CR de la cohorte expuesta a IPs. No
hubo di ferencia s ignificativa e ntre los valores de C R c onsiderando la ¢ omparaciéon de 0-1
mutaciones compensatorias y mas de 2 mutaciones, panel izquierdo. Y menos de 2 mutaciones y
mas de 3 mutaciones, panel derecho. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

6.5 Ensayos de capacidad replicativa: Impacto de las mutaciones mayores de
resistencia en la proteasa viral
A continuacion se determiné la frecuencia de las mutaciones de resistencia a IPs

en pol, caracteristicas de | a c ohorte d e estudioy s uimpacto enla capacidad
replicativa viral. La mutacion L90M fue la mas frecuente de la cohorte, presente en
mas del 50% de los individuos (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Frecuencia de mutaciones mayores de resistencia a IPs caracteristicas de la
cohorte. La mutacion L90M fue la mas frecuente en la cohorte.

Como primer acercamiento, se analizé si la presencia-ausencia de cada una de las
mutaciones presentaba efecto en la CR. De todas las mutaciones presentes en la
cohorte, la presencia de la mutacién G48V se asocié con una CR significativamente
menor (p=0.0133) (Figura 6. 6). L a m utacién L90M de m ayor f recuencia en la
cohorte, presento u n comportamientod ea umentoe nl a CR aunques in
significancia estadistica Grafica 6.5.
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Figura 6.6. Efecto de la mutacion G48V sobre la capacidad replicativa viral. La mutacion G48V

mostré efecto significativo en la disminucién de la CR p=0.0133. Prueba de U de Mann-Whitney,
GraphPad Prism 6.0
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Figura 6.7. Efecto de la mutacién mas frecuente L90M, sobre la capacidad replicativa viral. La
mutacién L90M de mayor frecuencia en la cohorte, mostré un comportamiento compensatorio en la
CR p=0.0997. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

Como siguiente an alisis, se b usco una p osible ¢ orrelacioén e ntre el numero de
mutaciones de resistencia en la proteasa viral y la CR que pudiera explicar su valor
menor en comparacion con |l a cohorte virgen a t ratamiento (Figura 6. 8). No se
observo correlacion entre el numero de mutaciones de resistencia en la proteasa y
la CR. Elresultado s ugiere que a pesar de s eleccionarse ungran numerode
mutaciones de resistencia en la proteasa de algunos virus, su CR es semejante a la
de aquéllos que tienen un menor numero de mutaciones. Estos datos sugieren que
existen m ecanismos compensatorios q ue hacen mas e ficiente | a capacidad de

replicacion en virus con un mayor numero de mutaciones de resistencia a IPs.
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Figura 6.8. Correlacién entre el nUmero de mutaciones mayores de resistencia a IPs en
proteasa y la capacidad replicativa viral. No se observé correlacion entre el numero de
mutaciones de resistencia a IPs y la CR. Coeficiente de correlacion de Spearman, GraphPad Prism
6.0.

Adicionalmente, s e realizd un analisis de comparacidén entre el numero total de
mutaciones de resistencia en proteasa y la CR (Figura 6.9). Para el analisis no se
consideraron mutaciones en particular, unicamente el numero total de m utaciones
presentes en cada individuo. Sin embargo, tampoco se observé diferencia al hacer
las c omparaciones e ntre g rupos. Este resultado i gualmente s ugiere q ue existen
mecanismos ¢ ompensatorios q ue asemejan la C R entre una proteasa con una

unica mutacion de resistencia y una con mas de 5 mutaciones de resistencia.
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Figura 6 .9. C omparacién entre el n imero d e m utaciones mayores d e resistenciaal Ps en
proteasa y la capacidad replicativa. No se observé diferencia entre la comparacién del nimero de
mutaciones de resistencia a IPs y la CR. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0
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6.6 Ensayos de capacidad replicativa: Impacto de mutaciones previamente
reportadas en el gen gag asociadas al uso de IPs

Al ser el gen gag, sustrato de la proteasa viral, la lista de mutaciones que han sido
reportadas en asociacion con la exposicién a |IPs es extensa [67, 69, 86-88, 90, 97,
101, 103-107]. Estudios in vitro e in vivo han demostrado efectos compensatorios
enla CRo bien, ap orte al fenotipo de r esistencia i ncluso en | a aus encia de
mutaciones de resistencia en |la proteasa viral. Se hizo una b usqueda de aquéllas
mutaciones c aracteristicas de | a c ohorte, encontrandose el s iguiente grupode

mutaciones:

R76K, T81A, V128T/A, H219P/Q, A431V, K436E/R, 1437T/V, P449L/F/P/V,
P453A/L/T, E468G/S.

La Figura 6.10 muestra |la frecuencia de las mutaciones en la cohorte de es tudio.
La mutacion R76K fue la de mayor frecuencia en |a cohorte, presente en un 60%

de los participantes.
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Figura 6.10. Frecuencia de mutaciones previamente reportadas en el gen gag asociadas al
uso de IPs La mutaciéon R76K fue la mas frecuente de la cohorte de estudio.
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Al igual que con las mutaciones en proteasa, se hizo el analisis de |a presencia-
ausencia de | as mutaciones en gag y su impacto en | a CR. La mutacién A431V
mostro e fecto s ignificativo en | a di sminucion de | a C R ( p=0.0055), | a m utacién
R76K mostré también una tendencia a la disminucién de la CR (p=0.0635) (Figuras
6.11y 6.12). La m utacion A431V es una posicion reportada como m utacion de
resistencia a IPs incluso en ausencia de mutaciones de resistencia en la proteasa
viral. Se encuentra en el motivo de corte NC-p1 y también se ha propuesto como
una mutacidn compensatoria en presencia de una proteasa resistente [50, 69, 107].
Sin embargo, en la cohorte no se observo efecto compensatorio alguno asociado a

Su presencia, sino el efecto contrario de disminucion de la CR.
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Figura 6.11. Efecto de la mutacién A43V1 sobre la capacidad replicativa viral. La mutacién
A431V previamente asociada a la exposicion por IPs, mostré un efecto negativo en la CR. Prueba
de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0
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Figura 6.12. Efecto de la mutacion R76K sobre la capacidad replicativa viral. La mutaciéon R76K
previamente asociada a | a exposicion por | Ps, fue la de mayor frecuencia en | a cohorte y mostré
tendencia a la disminucion de la CR. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0
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El analisis conjunto de la presencia-ausencia de ambas mutaciones indicé que la
mutacion R76K por si misma no tiene efecto sobre la capacidad replicativa, sino
que el efectoenla disminucion se debe ala presencia de |a mutacion A431V.
(Figura 6.13). Sin embargo, s e observé t ambién, que | a presencia conjuntade
ambas m utaciones m uestran un efecto aditivoen| a disminuciond el a CR
(p=0.0027).
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Figura 6.13. Efecto de la mutacién R76K y A431V sobre la capacidad replicativa viral. La sola
presencia de la mutacion R76K no mostré efecto significativo sobre la disminucion de la Capacidad
Replicativa. La presencia conjunta de ambas mutaciones mostré un efecto significativo en la
disminucién de la Capacidad Replicativa. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

De igual manera que con la proteasa, se busco una posible correlacion entre el
numero de mutaciones previamente reportadas en gag y la CR y que en este caso,
también fuera reflejo de la CR menor en la cohorte en comparaciéon con individuos
virgenes a tratamiento. No se observo correlacion significativa (Figura 6.14). Sin
embargo, ¢ uando se buscé una di ferencia entre el numerode mutaciones
seleccionadas en gag y la CR, se observo diferencia entre la seleccion de 0 vs. 1
mutacion (p=0.0088), 0 vs. 2 y 0 vs. 3 (p=0.0549 en ambos casos) (Figura 6.15). La
grafica sugiere que las mutaciones en gag tienen un mayor impacto enla CR de
los virus que han s eleccionado mutaciones de r esistenciaa | Ps. El grupo de 1

mutacion (n=20) tiene un 20% de la mutacion R76K + A431V que podria explicar
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los v aloresm enoresen C R. Sinem bargo,nos e obs ervo ni ngun pat rén
caracteristico de mutaciones en cada grupo de c omparacion, lo que indica que la
posibilidad de variacion en este gen es amplia y con un impacto en la CR que no

puede diferenciarse a esta profundidad de analisis.
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Figura 6.14. Correlacion entre el nuimero de mutaciones previamente reportadas en el gen
gag asociadas al uso de IPs y la capacidad replicativa viral. No se observo correlacion entre el
numero de mutaciones previamente reportadas en gag asociadas al uso de IPs y la CR. Coeficiente
de correlacion de Spearman, GraphPad Prism 6.0.
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Figura 6.15. Comparacion entre el nimero de mutaciones previamente reportadas en el gen
gag asociadas al usodelPs yla capacidad replicativa v iral. La c omparaciéon de n inguna
mutacién con la presencia de una mutaciéon en gag mostré diferencia significativa en la disminucion
de la CR (p=0.0088). La comparacién de 0 vs 2 y 3 mutaciones seleccionadas en gag mostré una
tendencia en la disminucion de la CR (p=0.0549). Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism
6.0
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6.7 Busqueda de sitios bajo presion selectiva en el gen gag: Analisis por

modelos de razén de sustituciones sinénimas y no sinénimas
Las mutaciones en gag cuyo impacto en C R se ha m ostrado hasta el momento,

han s ido pr eviamente reportadas en | a literatura. Sin embargo, la bus queda de
nuevas pos iciones no des critas y que s ean caracteristicas de | a cohorte fue un
objetivo adicional del estudio. Para conocer éstas posibles posiciones, se utilizé un
modelo de evolucion de codones basado en la tasa de sustituciones sindnimas (dS)
y no s indbnimas (dN) disponible en el servidor en linea D ataMonkey, utilizando el
analisis SLAC (Ver Metodologia).

Este analisis da como resultado dos opciones: aquéllas posiciones que tienden a la
conservacion del aminoacido presente en cierta posicion del gen: posiciones bajo
presion s electiva ne gativa, y las pos iciones q uet iendenal av ariacion del

aminoacido presente: posiciones bajo presion s electiva positiva. Se consideraron

posiciones bajo presion selectiva positiva, aquéllas con p<0.01.

Las s ecuencias s e alienaron ac orde al a secuencia d e r eferencia H XB2 en el
software M ega 6.06. La primera visualizacion d el analisis utilizando el programa
DataMonkey, es una grafica que muestra los valores de | a diferencia dN-dS en

cada codoén del alineamiento (Figura 6.16).
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Figura 6.16. Grafica de la diferencia dN-dS para el alineamiento del gen gag de la cohorte de
estudio. Cuando la diferencia entre la razén de sustituciones no sinénimas (dN) y sinénimas (dS) es
positiva se considera que la posicidon se encuentra bajo presion selectiva positiva y que t iende a
variacion del aminoacido presente. Cuando la diferencia es negativa, se considera que la posicién
se encuentra bajo presion selectiva ne gativa y que tiende a | a conservaciéon del aminoacido. Los
valores dN-dS se obtuvieron con la herramienta en linea DataMonkey. En rojo, se identificaron los
sitios de corte para cada proteina viral dentro del polipéptido Pr55%°, p17- Matriz, p24-Capside, p7-
Nucleocapside y la proteina p6.

De la Figura 6.16, se observo que la mayoria de las posiciones en gag tienden a la
conservacion del aminoacido presente dado el mayor nUmero de p osiciones con
valor dN-dS negativo. Fue notoria la conservacion de p24-Capside en comparacion
con elrestodelas proteinas. El mayor numero de p osiciones que tiende ala
variacion se concentrd hacia la porcién final p2p7p1p6, seguida de la proteina de
Matriz, p17. De todas las posiciones con valor positivo de dN-dS, sélo 15 resultaron
significativas con un valor de p<0.01 (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Posiciones bajo presion selectiva positiva con p<0.01 para el alineamiento
de las secuencias gag en la cohorte de estudio.

Codon en el alineamiento CodoHr)\(gg 9ag Proteina en gag
12 12 Matriz
54 54 Matriz
62 62 Matriz
67 67 Matriz
84 84 Matriz
191 173 Capside
393 373 Péptido p2
413 389 Nucleocapside
414 390 Nucleocapside
456 431 Nucleocapside
466 441 Péptido p1
479 453 p6
528 473 p6
549 483 p6
557 490 p6

La porcion con el mayor numero de posiciones bajo presidn selectiva positiva fue
p2p7p1p6 c on nu eve de | as q uince p osiciones, 6 0% del total. D e ac uerdo al
tamano d e | a proteina s e obtuvo el siguiente or den de ev idencia de s eleccion

positiva en |as secuencias: p6>Nucleocapside>Matriz>Capside. EI minimo niumero
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de seleccion positiva en la proteina de la Capside es reflejo de su conservacién en
gag, dada su importancia funcional y estructural.

Para es tudiar m ejor el tipo de pr esion selectiva asociada a las posiciones bajo
seleccién positiva en la cohorte de individuos expuestos a inhibidores de proteasa
se hizo una comparacion con los resultados obtenidos en la cohorte de inhividuos
virgenes atr atamiento del pr oyecto c itado “ Impactodel as m utaciones
seleccionadas por las moléculas HLA-I sobre la Capacidad Replicativa del Virus de
Inmunodeficiencia Humana”, por Soto-Nava et.al (datos sin publicar) n=500 (Figura
6.17). Al seruna cohorte mas grande, | a probabilidad d e e ncontrar un m ayor
nuamero de posiciones bajo presion selectiva positiva fue mayor, con un total de 42
posiciones identificadas. En esta cohorte, se puede asumir que las posiciones bajo
presion s electiva pos itiva sonunr eflejo del a presion q ue ej erce el s istema
immunoldgico, principalmente a través de respuestas restringidas por HLA-I ya que

la presidn por tratamiento antirretroviral esta ausente.

En la cohorte de estudio, sin embargo, las fuerzas que influyen en la variacién
pueden ser resultado de ambas presiones selectivas: tratamiento antirretroviral, IPs
y aquélla mediada por HLA.-I. La comparacion permitiria identificar variaciones que

surgen especificamente por IPs 0 ambas.
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Figura 6.17. Diagrama de Venn que compara las posiciones bajo presion selectiva p ositiva
entre la cohorte con resistencia a IPs y una cohorte virgen a tratamiento. El diagrama muestra
el total de las posiciones bajo presion selectiva positiva en la cohorte con resistencia a IPs (n=15) y
una cohorte virgen a tratamiento (n=42). Se identifican las 13 posiciones que se comparten entre
ambas cohortes, en e | extremo derecho las p osiciones que son exclusivas de los individuos con
resistencia y el extremo izquierdo las que no se compartieron con la cohorte virgen a tratamiento.
Numeracién y aminoacido de acuerdo a la referencia HXB2.

La Figura 6.17 muestra que, pesar de |a diferencia en el numero de muestras
incluidas en am bas cohortes, el analisis permitio identificar posiciones que varian
por e fecto ex clusivo de | a pr esion s electiva del t ratamiento an tirretroviral (IPs):
A431 y P473. La posicion A431 debida a |la mutacion A431V seanalizoen la
seccion anteriory ¢ omo yas e m enciond, has ido pr eviamente asociada a
exposicion a IPs. La posiciéon P473 no se ha reportado como una p osiciéon que
varie en exposicién a IPs y puede ser caracteristica de |la cohorte de estudio dado
el contexto inmunogenético particular. Esta posicion se encuentra en la proteina p6
y las variaciones que present6 fueron: P473S/A/H/Q/T.

Unavezquese obtuvolalistade p osiciones, el primer an alisis s e enfocé al
impacto del total de las variaciones bajo presion selectiva positiva sobre la CR. Se
consideraron los grupos de 3, 4,5, 6,7 y mas de 8 variaciones, siendo nueve, el
numero m aximo de variaciones que se ob servé por individuo (Tabla 6. 2). Los
analisis se corrigieron por la presencia de la mutacion A431V que mostrd tener un
efecto negativo en la CR de acuerdo a las Graficas 6.10 y 6.11
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Figura 6.18. Efecto del nimero de variaciones bajo presién selectiva positiva por individuo,
sobre la capacidad replicativa. Grafica que m uestra el efecto del nimero de variaciones de | as
posiciones bajo presion selectiva positiva por individuo. Se encontré diferencia significativa entre la
comparacion de 4 variaciones vs 7 variaciones. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

Se enc ontrd di ferencia s ignificativa ent re e | g rupo de ¢ omparacibnde 4v s. 7
mutaciones en posiciones bajo presion selectiva positiva. Al buscar en | a cohorte
un patron de mutaciones que explicara la diferencia en CR entre los grupos, no se
encontré ninguno en particular. Sin embargo, al obtener el porcentaje de variacion
por g rupo para cada posicion de |as c atorce p osibilidades e n total ( A431V fue
excluida del analisis por correccion) se observd que de manera global, el grupo de
7 v ariaciones presento un grado de polimorfismo mayor en c omparacion con el

grupo de 4 variaciones, en especial para 4 de las posiciones (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Porcentaje de variaciéon de las posiciones bajo presion selectiva positiva
en el grupo de comparacion 4 vs 7 mutaciones totales.

Posicién bajo presiéon
selectiva positiva

% de variacion en el grupo
de 4 mutaciones

% de variacion en el grupo
de 7 mutaciones

S54 8% 36%
S$173 25% 54%
R473 60% 80%
R390 60% 80%

El resultado sugiere que existe un equilibrio entre la seleccién de variaciones en
gag, siendo 7 variaciones en adicion con un alto porcentaje de incidencia de ciertas
mutaciones, un n umero ef ectivo para ex hibiruna CR mayor. S in em bargo, la
diferencia con el resto del grupo de v ariaciones no se mantiene. Respecto a | as
mutaciones d er esistencia en pr oteasaq ue pr esentan estosg ruposd e
comparacion, tampoco s e encontré un p atron que explicara la diferencia en CR

entre estos grupos.

6.8 Impacto de posiciones bajo presion selectiva positiva especificas en gag
sobre la capacidad replicativa

Cada una de las posiciones bajo presion selectiva positiva tiende a la variacién del
aminoacido presente y por tanto, existe mas de un aminoacido seleccionado por
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cada posicion. El grado de polimorfismo que exhibe cada una fue distinta para cada
posicion, de tal modo que para conocer cual de los cambios pudiera tener un efecto
sobre la CR se analiz6 la presencia-ausencia de cada cambio por cada una de las
14 posibilidades. E.g. en la posicion E12 se identificaron los cambios E12K, E12Q),
E12D (Figura 6.19).
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Figura 6.19. Variaciones bajo presion selectiva positiva por posicion vs Capacidad
Replicativa. Grafica que muestra cada variacion por cada posicién bajo presion selectiva positiva
contra la Capacidad Replicativa.GraphPad Prism 6.0

El analisis estadistico mostré que la seleccion de | a mutacion S373A/T tiene un
efecto significativo en el aumentode la CR (Figura 6.20). Esta posicion resultd
interesante p orque t ambién ha mostrado el mismo efecto compensatorio enla
cohorte de i ndividuos virgenes at ratamiento peroc onl as eleccibn de un
aminoacido distinto. La variante asociada a individuos virgenes a tratamiento es

S373Q, mutacion que podria ser reflejo de la presion selectiva mediada por HLA-I.

La diferencia de s elecciéon de S373A/T entre los pacientes resistentesa | Psy la
cohorte de individuos viigenes a tratamiento es de p=0.0002. Este resultado indica
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que la s eleccion de estos aminoacidos, A lanina- Treonina, no s e f avorece e n
pacientes v irgenes a t ratamiento pero si en individuos ex puestos a IPsy que
ademas, el epitope que contiene esta mutacién sigue siendo influenciado por la
presion mediada p or H LA-I dado s u i mpacto ¢ ompensatorio e n | a c ohorte de

individuos virgenes a tratamiento.

El resultado es clara evidencia de la interaccion entre multiples presiones selectivas
que favorece | a s eleccion de c iertos aminoacidos e n el contexto del tratamiento

antirretroviral.
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Figura 6.20. Efecto de la mutacién S373A/T sobre la capacidad replicativa viral. La mutacion
S373A/T fue una p osicion baj o pr esion s electiva positiva de ac uerdo al an alisis de r azén de
sustituciones sinénimas y no sinénimas por Data Monkey, y mostré efecto significativo en el
aumento de la CR. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

Con | afinalidad de a nalizar m as a f ondo es ta i nteraccion, y c onsiderando las
mutaciones de resistencia presentes en la proteasa, se hizo la combinatoria de la
presencia-ausencia de S373A/T con la mutacion de resistencia a IPs LO90M, que fue
la m as frecuente enla cohorte y mostr6 un c omportamiento c ompensatorio. El
analisis esta considerando por lo tanto, la seleccidon de mutaciones en dos genes
distintos en respuesta a la multiple presion selectiva de la cohorte de estudio: L90M
en proteasa y S373A/T en gag. Se observo un efecto sinérgico en el aumento de la
CR con |l a s eleccion de a mbas m utaciones p=0.0309 (Figura 6 .21). L a gr &fica
sugiere también, q ue | a s ola pr esencia de | cambio S373A/T es suficiente para

observar una tendencia al aumento en la CR p=0.0787.
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Figura 6. 21. Efecto d e | a c ombinacion L 90-S373 sobre | a C apacidad R eplicativa viral. La
presencia de la combinacion de mutaciones L90OM-S373A/T mostrd el mayor efecto en el aumento
de la CR. La sola presencia de la mutacion S373 mostré tendencia al aumento de la CR. Prueba de
U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0

Estas obs ervaciones s ugieren la interaccion entre multiples presiones s electivas,
mostrandose un e fecto c ompensatorio en | a capacidad d e replicacién.E ne |
contexto de exposicion a | Ps, se seleccionan aminoacidos especificos en gag que

difieren de aquéllos seleccionados en individuos virgenes a tratamiento (S373Q).

Para el s iguiente an alisis, se tuvo el siguiente r azonamiento: Considerando el
efecto compensatorio del par de m utaciones L90M-S373A/T, y que los pacientes
con resistencia a | Ps mostraron una menor CR en c omparacion ¢ on i ndividuos
virgenes a tratamiento (Figura 6.3). Se busco analizar si el efecto compensatorio
de este par de mutaciones es c omparable c on | a ¢ apacidad r eplicativa de | a
cohorte de i ndividuos virgenes at ratamiento. La Figura 6. 22 muestra quel a
presencia del par de mutaciones LO90OM-S373A/T hizo comparable la media de CR
con aquélla de | a cohorte virgen a tratamiento e incluso con la sola presencia de
S373A/T. E Ir esultado es m uestra del e fecto c ompensatorio de | a mutacion
seleccionadaen gag y es evidencia de que la ex posiciona IPsinfluyeenl a

seleccion de aminoacidos especificos.
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Figura 6.22. Comparacion de la Capacidad Replicativa de los individuos con el par de
mutaciones L90M-S373A/T y la Capacidad Replicativa de individuos virgenes a tratamiento.
La presencia de la combinacion L90M-S373A/T mostrdé que la media de Capacidad Replicativa es
comparable con aquélla de individuos virgenes a tratamiento. La grafica muestra también Ila
comparacion general de la Capacidad Replicativa de los individuos con resistencia a IPs vs virgenes
a tratamiento p =0.0002 con fines ilustrativos, t omada de | a grafica 6.1. Prueba de U de Man n-
Whitney, GraphPad Prism 6.0.

Para | impiar el e fecto de es te par d e m utaciones, se hizo | a c orreccién por |a
presencia de | a mutacion A431V que mostré t ener e fecto s ignificativoen | a
disminucion del a CR. Aunque el num erodei ndividuosen| os g rupos de
comparacion es pequeno, es clara la tendencia de éstas mutaciones en compensar
la CR (p=0.0589) (Figura 6.23).
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1
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Figura 6.23. Efecto compensatorio del par de mutaciones L90M-S373A/T sobre la capacidad
replicativa ¢ orregido p or A431V. Lapr esenciadel ac ombinacion L 90M-S373A/T mostré
tendencia al aumento de la Capacidad Replicativa cuando no se considera el efecto negativo de la
mutacién A431V. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0.

A continuacion se explord el contexto bajo el cual, la mutacion S373A/T muestra
efecto compensatorio. Considerando el numero de mutaciones de resistencia en la
proteasa y el numero de mutaciones en gag se evaluo el efecto de la presencia de
S373A/T. Los analisis también s e corrigieron por la presencia de A431V. Nose
observo e fecto s ignificativoen  ningun c aso; sine mbargo, lat endencia
compensatoria de S373A/T bajo cierto numero de mutaciones tanto en la proteasa
como e n gag fue clara (Figura 6. 24). Al hac er una bus queda de patronesde
mutaciones par a | os cuales ex iste el e fecto c ompensatoriode S373A/T nose
encontré ninguno en particular. E ste resultado s ugiere que | a s eleccion de esta
mutacion r esponde a las v ariaciones en pr oteasa q ue | a hac en r esistente s in
importar la naturaleza de las mutaciones que coexisten en la misma proteasa y en

el sustrato gag.
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Figura 6.24. Efecto compensatorio de la mutacion S373A/T sobre la capacidad replicativa en
diferentes grupos de mutaciones en la regién gag-proteasa. Bajo cierto contexto de mutaciones
sin i mportar s u nat uraleza, s e obs ervo | a t endencia c ompensatoria de la m utacién S373A/T. El
analisis se corrigio por la presencia de A431V. Prueba de U de Mann-Whitney, GraphPad Prism 6.0.

6.9 Variabilidad de los motivos de corte en gag: Relacién con las mutaciones
en gag-proteasa asociadas a exposicion a IPs e impacto en la capacidad
replicativa.

Los r eportes de mutaciones en gag asociadas alus od el Ps ha n mostrado
enriquecimiento dentro de los motivos de corte de la proteasa viral [67, 69, 86-88,
90, 97, 101, 103-107]. Los motivos de corte dentro del precursor polipeptidico son
los que reconoce la enzima durante el proceso de maduracion y es factible pensar
que el grado de polimorfismo en estos motivos varia en respuesta a una proteasa

resistente.
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El siguiente analisis tuvo como finalidad hacer una descripcion de los motivos de
corte en la cohorte de estudio y compararlos con lo previamente reportado, y la
cohorte de individuos vrigenes a tratamiento. Posteriormente se buscoé una relacion
entre la CR, las m utaciones en laregién gag-proteasa y | a v ariabilidad de | os

motivos de corte en la cohorte de estudio.

La Figura 6.25 muestra la comparacion de la variabilidad de los motivos de corte en

tres grupos:

- Variabilidad natural del VIH-1 subtipo B, de acuerdo a | o reportado por Fun
et al. 2012 [50].

- Variabilidad de los motivos de c orte en la cohorte de individuos virgenes a
tratamiento tomada del proyecto “Impacto de las mutaciones seleccionadas
por | as moléculas H LA-I s obre | a capacidad replicativad el Virusd e
Inmunodeficiencia Humana” (Soto-Nava et al, datos no publicados) (n=100).

- Variabilidad del os motivos de ¢ orte d ei ndividuos c onr esistencia a

inhibidores de proteasa (n=103).

MA CA
Amino acido en HXB2 V [S]| Q]| N Y |Il| P I \% Q N
Posicion 128 | 129|130 | 131 | 132 133 [134 | 135 | 136 137
% Variacion de Referencia 35| * |43 * 3.5 * * 109 | 09 *
% Variacion virgenes a TAR 8.7 * | 3.7 * 6.3 * 25| * 1.3 1.3
% Variacion resistencia a IPs 13 * 5.8 * 6.8 * 1 * * *
CA p2
Amino acido en HXB2 A R V L A |Il| E A M S Q
Posicion 360 | 361|362 | 363 | 364 365 | 366 | 367 | 368 369
% Variacion de Referencia 35| * |43 | * 35 * * 109 ]| 09 *
% Variacion virgenes a TAR 8.7 * | 3.7 * 6.3 * 25| * 1.3 1.3
% Variacion resistencia a IPs * 1 11 1 * * * * 4 7
p2 NC
Amino &cido en HXB2 S|A|T|] I [M|/IlM|]Q|R|G N
Posicion 373 | 374 | 375 | 376 | 377 378 | 379 | 380 | 381 382
% Variacion de Referencia 36.3 |32.6|42.7|23.6| 1.8 55 * 140.9| 5.5 2.1
% Variacion virgenes a TAR 42.7 | 32 |61.3] 16 * * * 1333] 8 2.7
% Variacion resistencia a IPs 53 47 | 52 17 | 1.9 1.9 * 41 2.9 *
NC p1
Amino &cido en HXB2 E/R|Q|A|N/I F|L|G]|K |
Posicion 428 | 429 | 430 | 431 | 432 433 | 434 | 435 | 436 437
% Variacion de Referencia 2.3 | 35 * 0.5 * * 0.1 * 6.3 5.5
% Variacion virgenes a TAR 6.67 | 4 (1267|133 * * * * 8 8
% Variacion resistencia a IPs 7.8 | 5.8 * 22 * * * * 16 13
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p1
Amino 4cido en HXB2 R|IP|G|IN|F [/l L |Q|S|R P
Posicion 444 | 445 | 446 | 447 | 448 449 (450 | 451 | 452 | 453
% Variacion de Referencia * 0.1 * * * 9.1 * 1228 * 8.4
% Variacion virgenes a TAR * * 127 * [1.33 10.7 | * |34.7)|9.33 12
% Variacion resistencia a IPs * * * * * 20 * 19 * 30

Figura 6.25. C omparacién de la variabilidad de los motivos de corte a lolargode Gag en
secuencias de pacientes con resistencia a IPs y pacientes virgenes a tratamiento
antirretroviral. Las celdas en c olor rosado resaltan | as posiciones en | as que se observé mayor
variabilidad en secuencias de pacientes con resistencia a IPs. Se muestran los aminoacidos
consenso d e | as posiciones en los s itios de ¢ orte paralas ecuencia de r eferencia H XB2. Se
compara la variabilidad entre pacientes con resistencia a IPs (n=103), pacientes virgenes a
tratamiento antirretroviral del CIENI, INER (n=100) y variabilidad en cohorte de referencia de pacientes
virgenes a T AR de acuerdo a | o reportado por Fun et al [50]. *Indica p osiciones en do nde no hay
variacion del aminoacido.

El motivo de corte mas polimérfico fue p2-NC seguido de p 1-p6, NC-p1, MA-CA y
CA-p2. En general, el grado de polimorfismo en los motivos de corte fue mayor en
la cohorte con resistencia a | Ps, eg. /362, S373, A374, A431, K436, 1437, L4 49,
P453. De manera interesante, la mayoria de estas posiciones coinciden con las
posiciones que han sido asociadas en |l a literatura ala exposicion a IPs: A431,
K436, 1437, L449 y P 453 y que explican la ad aptacion viral en r espuesta a una
proteasa r esistente. Resalta t ambién | a po sicion S 373, c uya m utaciéon S373A/T
mostro e fecto c ompensatorio en la C R d e acuerdo alos resultados expuestos

arriba y es la responsable del mayor grado de variabilidad en esta posicion.

El s iguiente andl isiss e en focd en| abus quedadel arelacibnentreel % de
variabilidad y la CR, asi como | a relacién de es te por centaje de variaciény la
presencia de mutaciones en la region gag-proteasa. El porcentaje de variabilidad
en | os m otivos de ¢ orte par a ¢ ada i ndividuo s e c alculé con elnu merod e
variaciones t otales r especto del c onsenso, en un total d e 50 p osibilidades ( 10

aminoacidos en los 5 motivos de corte).

No se observo correlacidon entre el porcentaje de variacion de los motivos de corte y
la CR (Figura 6.26). S in e mbargo, r esulta m uy i nteresante q ue s e obt uvo un a
correlacion significativa entre el numero de mutaciones de resistencia en proteasa
(p=0.0023), m utaciones en gag asociadas al uso de | Ps (p=<0.0001) y am bas
(p=<0.0001), con el porcentaje de variacion de | os motivos de corte (Figura 6.27).
Los resultados sugieren que gag, en especial los motivos de c orte, se adaptan al
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grado de resistencia a inhibidores de proteasa, entre mayor numero de mutaciones
de resistencia mayor es |a v ariacion en | os m otivos de corte, por esta razénes
probable que la correlacion de la variacion en estos los motivos de corte con la CR,
no haya p odido establecerse, yaque la CR esunreflejo de la adaptacién viral
dependiendo del grado de mutaciones presentes para cada individuo.
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Figura 6.26. Correlacion entre el porcentaje de variacion de los motivos de corte y la
capacidad replicativa. No se observé correlacion entre el porcentaje de variacion de los motivos de
corte en gag y la Capacidad Replicativa. Coeficiente de correlaciéon de Spearman, GraphPad Prism
6.0.
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Figura 6.27. Correlaciéon e ntre e | p orcentaje d e variacion d e los motivosde corteconel
numero de mutaciones de resistencia en proteasa, nimero de mutaciones en gag asociadas
a IPs y ambas. Se observo6 correlacion significativa entre el porcentaje de variacién de los motivos
de corte en gag y el numero de mutaciones de resistencia en la proteasa, las mutaciones asociadas
a IPs en gag y la suma de ambas. Coeficiente de correlacion de Spearman, GraphPad Prism 6.0.

De acuerdo a la Figura 6.27, el porcentaje de variacién responde en mejor medida
a los cambios mutacionales en gag que a la misma proteasa resistente a IPs. Esta
correlaciéon mas significativa en gag también podria explicarse porque la mayoria
de las mutaciones en gag asociadas al uso de IPs, se encuentran justamente en
los motivos de corte, e.g. A431, K437, 1437, PA453.

6.10 Descripcion de los virus por cuartiles de capacidad replicativa
Como parte de los ultimos analisis, se tomé a todos los virus incluidos en la cohorte

y s e di vidieron en c uartiles d e ac uerdo alv alorde CR.S e hizo un an alisis
descriptivo del cuartil alto, y se compard con el cuartil bajo para extremar grupos.
Las variables analizadas se definieron tomando en cuenta los resultados mostrados
hasta ahora (Tabla 6.4).
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Tabla 6.4. Descripcion y comparaciéon entre el Cuartil con los valores mas altos de
Capacidad Replicativa y el Cuartil con los menores valores de la cohorte de estudio.

Mediana de mutaciones mayores 2 3 -
de resistencia en proteasa
% L90M 64 48 -
Mediana de mutaciones en gag 2 2 -
asociadas a IPs
% A431V 8 36 p=0.0374
% R76K 44 76 ns

Mediana de numero de posiciones -

bajo presion selectiva positiva 5 5
% S373AIT 32 8 p=0.0673
% de variacion de motivos de 8 8 -

corte en gag

La mediana del numero de mutaciones asociadas al uso de | Ps tanto en proteasa
como en gag fue similarena mbos g rupos (Tabla 6. 4). L a medianad e las
posiciones b ajo presion s electiva pos itiva fue la misma en am bos cuartiles. S in
embargo, el porcentaje de S373A/T fue claramente superior en el cuartil con los
mayores valores de CR (32 vs 8% p=0.0374). De manera op uesta, la mutacién
A431V estuvo enriquecida en los individuos con los menores valores de CR (8 vs
36% p=0.0673), al igual que la mutacion R76K (44 vs 76%) que como se describid
en la Figura 6.13, mostraron efecto aditivo en la disminucion significativa de la CR.
El porcentaje de variacion en los motivos de corte fue el mismo dada la similitud en
el numero de mutaciones tanto en proteasa como en gag (Ver correlacion de la
Figura 6. 27). Los r esultados s ugieren q ue las diferencias observadas enla CR
dentro de los individuos expuestos a IPs, se deben a |l a presencia o ausencia de
mutaciones especificas que son un r eflejo de |a posible interaccion de | a multiple

presién selectiva bajo la cual, esta sujeta la cohorte de estudio.

6.11 Presion Selectiva mediada por HLA-I
Esta seccion, trata de evidenciar y analizar la interaccion de mutaciones asociadas

a HLA-I caracteristicas de | a cohorte de estudio con |a capacidad r eplicativa de
virus con resistencia a | Ps. Primero se muestra el analisis general del efecto de
alelos HLA-I sobre CR, para después mostrar un analisis mas especifico sobre las
mutaciones que presentaron efecto en la CR y su posible relacion con alelos HLA-I.
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La tipificacion d e | os al elos H LA-l de c ada i ndividuo s e hizod e acuerdo ala
metodologia descrita a partir de plasma sanguineo. La cantidad de DNA que se
encuentra en plasma es pequefa y se observé que durante la reaccion de PCR,
existia una am plificacion preferencial para alguno de | os alelos resultando en un
alto grado de homocigosis. Dados estos retos metodologicos, fue posible tipificar a

56 de los individuos de la cohorte.

La Figura6. 28 muestra el e fectod el a pr esenciad e al elos H LA-I con una
frecuencia mayor a n=3, sobre |la capacidad replicativa. Se encontr6 asociacion de
los al elos A*24:02 (p=0.0101), B *14:02 (p=0.0561) y C *08:02 (p=0.0561) con
valores mayores de CR y A*02:01 (p=0.0019) asociado a valores menores de CR.
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Figura 6.28. Efecto de alelos HLA-A, HLA-B y HLA-C sobre la capacidad replicativa
Viral. Se muestra el efecto de | a presencia de alelos HLA-A, s uperior i zquierda, H LA-B
superior derecha y HLA-C inferior sobre la capacidad replicativa de las 56 tipificaciones de
la cohorte de estudio. Se grafican los alelos que tuvieron frecuencia mayor a n=3, la linea
sobre la grafica indica la mediana de C apacidad Replicativa. A*24:02, B*14:02 y C*08:02
con asociacion a alta Capacidad Replicativa y A*02:01 con valores menores de Capacidad
Replicativa.

6.11.1 Interaccién entre multiples presiones selectivas: Doble ventaja viral.
La Figura 6.29 resume los resultados que mostraron ser evidencia de interaccion
entre multiples presiones selectivas, resultando en una doble ventaja viral con un

aumento significativo en la capacidad de replicacion viral.

LSOM + S373A/T

Aumento de la

Capacidad T T
Tratamiento Replicativa Viral /7 Presiénmediada
4 or HLA-I
antirretroviral. { ezpos'lc'lufrnva II
Inhibidores de \ /
Protemss £ _ Inhibidores de 7
/ - Proteasza ~
S— -
Proteasa gog
Ll S373A/T
Mutacion de Mutacicn
resistencia compensatoria

Interaccign entre multiples prezionesselectivas

Figura 6.29. Interaccidon entre multiples p resiones sel ectivas. La seleccion de la mutacion de
resistencia L90M en proteasa direcciona la seleccion preferencial de la mutacién S373A/T en gag.
La mutacion es blanco d el sistema i nmunoldgico y reconocido por Linfocitos T C D8+ c itotdxicos
dada la seleccion positiva en la posicion. La presencia de ambas mutaciones induce un mecanismo
compensatorio en la Capacidad de Replicacion Viral.
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Para buscar una posibles evidencia de las interacciones entre la presion selectiva
inmunoldgica y farmacoldgica, s e buscaron posibles alelos HLA-I dentro de | os
individuos de la cohorte de estudio, que podrian reconocer al epitope que contiene
a la posicion S373A/T y/lo L90M. Para esto se hizo una bus queda en | a base de
datos de los Alamos (http://www.hiv.lanl.gov/) [34]. Esta base de datos cuenta con
epitopes que han sido probados experimentalmente frente al reconocimiento d e
alelos H LA-I especificos en todas | as pr oteinas del V IH-1. No s e enc ontraron
epitopos reportados alrededor de la posicion S373. Alternativamente, se utilizé la
herramienta de prediccion de epitopes, MotifScan, la cual permite buscar motivos
predichos d e r econocimiento d e alelos H LA p ara | os c uales ex iste i nformacion
sobre las caracteristicas quimicas de los péptidos que reconocen, a lo largo de una
secuencia proteicaen el VIH. La herramienta resulta util para la prueba de motivos
de reconocimiento de alelos HLA-I cuya informacién es escasay han sido poco
caracterizados,c omoes elc asod e alelosa merindios. Alc onocersel as
caracteristicas g uimicas d el p éptido es p osible predecir pos ibles m otivos d e
reconocimiento para los alelos HLA de |a cohorte. De acuerdo a este analisis se
obtuvo que los alelos A*03:01, A*31:01, B*35:01 y B*35:03 presentes en la cohorte
de estudio en distintas frecuencias, podrian reconocer epitopes que contienen a la
posicion S373. Mas aun, de acuerdo a la herramienta Epitope Location Finder que
prueba epitopes frente a HLA-I candidatos, se encontré que todos éstos alelos son
potencialmente capaces de r econocer al av ariante mutante S373A/T. (Figura
6.30).
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Interaccion entre multiples presiones selectivas.
Doble Ventaja Viral.
Aumento en la Capacidad de Replicacién Viral.
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Figura 6.30. Alelos caracteristicos de la cohorte que reconocen epitopes dentro del contexto
L90M y S373A/T con evidencia de interaccion entre muiiltiples presiones selectivas. Se
muestra del lado izquierdo, el epitope que contiene la mutacién de resistencia L90M en proteasa y
los alelos HLA de la cohorte que p ueden reconocerlo. El lado derecho muestra el epitopeene |
contexto S373A/T con los alelos HLA de la cohorte que pueden reconocerlo. En la parte media se
recalca | a interaccion e ntre ambas mutaciones q ue r esulta en el aumento de la C apacidad
Replicativa confiriendo ventaja viral.

Por otro lado, realizando el mismo procedimiento pero aplicado a la region de la
proteasa viral que contiene la posicion L90, se encontré que también los alelos
B*35:01 y B*35:03 pueden reconocer epitopes que contengan dicha posicidon. Sin
embargo, a diferencia de la posicién S373A/T en gag, la mutante L90M no puede

ser reconocida por ninguno de estos alelos.

Este resultado tiene implicaciones importantes desde el punto de vista de control
virolégico. La mutacién L90M de resistencia a IPs, ademas de ser la mutacion mas
frecuente e n M éxico, una vezq ues e h as eleccionado, podria escapara |
reconocimiento por parte del sistema inmunolégico. Aunado a ello, la exposicidon a
IPs ha mostrado seleccion en la posicién S373 en gag, la cual se identificé también
como un blanco del sistema i nmunolégico dado el posible reconocimiento por
alelos HLA que forman parte de la cohorte de estudio (A*03:01, A*31:01, B*35:01y
B*35:03), siendo ad emas un a posicion identificada c omo bajo p resion s electiva
positiva. Mas aun, la posicion S373 ha mostrado efectos compensatorios en la CR
en i ndividuos virgenes at ratamiento, pero conla s eleccion de un am inoacido
distinto (S373Q). E | efecto o bservado e n i ndividuos ex puestos a | Ps podria ser
evidencia de | a i nteraccidn e ntre multiples presiones selectivas que dirige la

seleccion de aminoacidos distintos y que ad Emas favorecen al virus reflejado en
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valores mas altos de CR. Esta compensacion hizo comparable la CRcon aquélla de

individuos virgenes a tratamiento (Figura 6.22).

Al analizar |a frecuencia de alelos HLA presentes en |os individuos que tenian la
mutacion S373A/T (tipificacion de 19 de los 21 individuos positivos a S373A/T) se
encontré que el 42% de el los poseian uno o m as de | os alelos candidatos que
pueden r econocer es te epitopo conteniendo S373 (A*03:01, A*31:01, B*35:01y
B*35:03). De este porcentaje, resultd muy interesante que el 62% se encontré en el
cuartil c on | os v alores m ayores de capacidad replicativa de lac ohorte. S in
embargo, al comparar los valores de Capacidad Replicativa entre los individuos con
alguno de estos alelos y 1os que no pos een ninguno, no se logro obs ervar una
diferencia significativa. Figura 6.25. La tipificacion e inclusion de un mayor numero

de muestras es crucial para lograr poder estadistico.

1.4-
1.2 1 T
5 1.0
0.8+ —_—
0.6 T T
g373AIT 2lelo® p°suwo3-:2j}f alelos negatve o=t

Figura 6 .31. E fecto d e | a p resencia d e al elos HLA-B*35:01, B *35:03, A*03:01, A*31:01 en
individuos con S373A/T sobre la capacidad replicativa. Se muestra el efecto de la presencia de
los alelos A*03:01, A*31:01, B*35:01 y B*35:03 sobre la Capacidad Replicativa en individuos que
presentan la mutacion S373A/T. GraphPad Prism 6.0

Igualmente, el hecho de que el 58% restante de | os individuos no tuvieran algun
alelo HLA selector candidato, sugiere que la presion d e seleccion de S373A/T
podria ser exclusivamente farmacologica y que, como se ha mostrado previamente,
su pr esencia tiene efectos c ompensatorios en| a capacidad replicativa. S in
embargo, cuando existe la presencia conjunta de algun alelo que pueda reconocer
el epi tope, la mutacion pu ede ¢ onstituirse c omo de es cape i nmunoldgico
potenciando el efecto compensatorio y confiriendo doble ventaja viral (Figura 6.30).
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Por otro lado, no se puede descartar la posibilidad de que existan otros alelos HLA
tipicamente amerindios, responsables de ejercer presion selectiva y que no hayan
sido identificados por no existir informacion suficiente de su es pecificidad en las

bases de datos.

6.11.2 Interaccién entre multiples presiones selectivas: Impacto negativo en
la Capacidad Replicativa.

En el sentido opuesto, dado que observamos un e fecto negativo enla CR porla
presencia de A431V, y siendo que esta mutacion se ha reportado como mutacién
compensatoria en virus con exposicién a IPs, se bus cd una po sible ex plicacion
enfocada a la busqueda de alelos HLA-I, que pudiera explicar este efecto contrario

en la cohorte de estudio.

De m anera i nteresante, s e enc ontré q ue ex isten al elos HLA con f recuencias
relativamente altas en la cohorte que podrian reconocer el epitope que contiene
tanto a la variante wildtype como a la variante mutante: A*02:06, B*35:01, C*07:02
(Figura 6.32). Mas aun, de los individuos que poseian la mutacion y que tenian
tipificacién HL A disponible (13 de los 21 individuos), el 80% conté con al menos
uno de los alelos candidatos. La comparacion estadistica de la CR en este grupo
de analisis, no fue posible por el numero insuficiente de i ndividuos sin los alelos
candidatos (n=2). Sin embargo, el resultado es interesante por si mismo ya que
puede s er evidencia de ¢ ontrol i nmunolégico en p acientes que s eleccionan
resistencia y que despiertan en el epitope una respuesta mas avida que ocasiona
la diminucion de la CR. De igual manera, cabe recordar que existen alelos HLA
tipicamente amerindios que no h an sido descritos y que también podrian explicar

este efecto negativo en la capacidad de replicacién.
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Disminucidn de Capacidad Replicativa Viral.
Acorralamiento viral

I B*35:01 |
| C*07:02 |
| A*02:06 |
GHQMKDCTERQANFLGKIWPS
420 V 440

Figura 6. 32. A lelos HLA caracteristicos d e | a co horte q ue r econocen ep itopes d entro d el
contexto A431V con evidencia de interaccion entre miultiples presiones selectivas. Se muestra
el epitope que contiene a la mutaciéon A431V, mutacidén asociada a la exposicion IPs, con los alelos
HLA dentro de la cohorte de estudio que pueden reconocerlo.

Resulta necesario la inclusion de una mayor cantidad de individuos tipificados que
incluyan es ta mutacion para pod er establecer una mejor as ociacion con al elos

HLA-I, y observar diferencias significativas.

103



CAPITULO VII. DISCUSION.
La respuesta citotoxica mediada por CTLs, definida y restringida por alelos HLA de

clase |, es un mecanismo antiviral eficaz que implica la imposicion de una f uerte
presidn selectiva sobre el VIH y que ha jugado un papel crucial en la variabilidad
del virus desde el establecimiento del a epidemia [12, 58, 108]. N umerosos
estudios se han enfocado al estudio de la e volucion viral asociada a HLA-I; sin
embargo, una vez que se inicia con un esquema de tratamiento antirretroviral, la

evolucion viral estara influenciada también por la presion selectiva farmacoldgica.

Con el acceso universal al tratamiento antirretroviral, las consecuencias negativas
debidas al mal apego y la seleccion de m utaciones de r esistencia son cada vez
mas frecuentes y representan un reto tanto para el control de la viremia como para
la eleccion de un optimo tratamiento. La eleccion de es quemas de tratamiento de
rescate en individuos multi-drogo resistentes no es una tarea facil y se complica en
paises de ingresos bajos-medios, donde las opciones de farmacos disponibles son
limitadas [11, 13]. De m anera 6ptima, el s eguimiento clinico de i ndividuos bajo
esquemas de tratamiento antirretroviral deberia seguir una frecuencia establecida y
programada. Sin embargo, la realidad es que en un gran porcentaje de individuos,
la i dentificacion de v irus r esistentes y por tanto el c ontrol v irolégico, no es el
adecuado. Los pacientes en muchas ocasiones mantienen cargas virales elevadas
por periodos prolongados, lo que le permite al virus evolucionar en presencia no
solo de la presion selectiva inmunolégica, sino también de la presion farmacoldgica.
De es ta m anera, e | estudio d e i ndividuos en  falla v irolégica per mite ex plorar
mecanismos d e adaptacion viral y su impacto en la capacidad de r eplicacion en
respuesta a a mbas p resiones s electivas. En es te trabajo, s e bu scaron posibles
interacciones en tre estas pr esiones s electivas, g ue pudi eran de finirt anto
mecanismos de control virolégico o de doble ventaja para el virus, con el objetivo
de pr oponer es trategias que apr ovechen es tas interacciones para establecer
esquemas det ratamiento m as per sonalizados de ac  uerdo al c¢ ontexto

inmunogenético del individuo.

Asi, el presente trabajo, contribuye al entendimiento de la evolucion y adaptacion

viralenun c ontexto i nmunogenético p articular yf rente al a ex posicion de
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tratamiento antirretroviral. Asi mismo, se estudid la capacidad replicativa de virus
provenientes de 98 individuos m exicanos del del Distrito F ederal, infectados por
VIH-1, clado B, que presentaban falla virolégica con resistencia a inhibidores de
proteasa. Se es tudio la capacidad replicativa dep endiente d e | ar egidén gag-
proteasa de c ada i ndividuo y a q ue ex iste una c o-evolucion del gen gag y una
proteasa resistente al ser este gen sustrato natural de la enzima durante el proceso
de maduracién viral [43, 50]. Actualmente existen numerosos estudios que se han
enfocado al estudio de la adaptacion viral asociada al gen gag, en presencia de
IPs. S e had emostrado q ue en pr esencia de una pr oteasa r esistente, gag co-
evoluciona mediante la seleccidon de mutaciones especialmente en los motivos de
corte que son reconocidos por la proteasa, y que algunas de estas mutaciones,
pueden incluso aportar al fenotipo de resistencia, e.g. la mutacién A431V que se ha
reportado como mutacién de r esistencia incluso en ausencia de mutaciones en la
proteasa [67, 69, 86-88, 90, 97, 101, 103-107]. El proyecto se centrd por tanto, en
el estudio del impacto de ambas regiones del genoma mediante la construccién de
virus q uimeéricos ¢ onteniendo | ar egion gag-proteasa y do nde la capacidad
replicativa relativa viral, fue comparada con la capacidad replicativa de una cepa

viral de referencia NL43.

Las caracteristicas de la cohorte fueron representativas de la epidemia en México,
donde existe un 80% de representatividad masculina [102]. Los parametros clinicos
de recuento d e linfocitos T CD4+ y carga viral en pl asma, fueron evidencia del
estado cronico de | ainfeccion y el pobre control virologico por |a resistencia al
tratamiento antirretroviral (Tabla 6. 1). Elr ango de numero de mutacionesd e
resistencia en proteasa fue a mplio, con hasta7 mutaciones d e r esistencia p or
individuo. E sto esu nr eflejode la exposicion pr olongada a farmacos e nl os
individuos en falla virolégica, que provoca la seleccidn continua de mutaciones y

disminuye las opciones de tratamiento para los individuos.

El primer acercamiento al estudio de las secuencias incluidas en el estudio fue la
construccién de un arbol filogenético para gag y la proteasa viral (Figura 6.1). Se
observé una po blacion v iral hom ogénea, sinl af ormacién de c lusters o

agrupaciones asociados a caracteristicas mutacionales o clinicas/demogréficas de
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cada i ndividuo, q ue sugieren | a aus encia det ransmision de virus ent rel os
pacientes par ticipantes. E sto i ndica q ue, a unque s e s eleccionen m utaciones de
resistencia c omunes enl osv irus c omo r espuestaa esquemas s imilaresd e
tratamiento ant irretroviral, | as v ias m utacionales en ¢ ada virus s on uni cas, m uy
probablemente por laad aptaciona ot ras pr esioness electivasc omol a
inmunoldgica. De igual manera, tampoco se formaron agrupaciones por niveles de
células T CD4 en sangre o de carga viral, ya que estos parametros dependen en
gran medida del estado de falla virolégica en los individuos. El arbol en cada caso,
se probo con una significancia de 1000 réplicas de bootstrap que nos da un alto
nivel de ¢ onfianza en c uantoa relacién de c ercaniag enéticad el osv irus

estudiados.

El segundo par de arboles (Figura 6.2) estuvo enfocado al control de calidad de las
secuencias antes y durante los ensayos de capacidad replicativa. Este control de
calidad por filogenia, permitio validar que la propagacion de virus quiméricos es
capaz de evaluar la capacidad replicativa de | os virus resistentes presentes en el
individuo al momento de | a falla v irolégica. En efecto, al h aberse utilizado un
ensayo d e c apacidad r eplicativa c on r ondas multiples de r eplicacion, ex istial a
posibilidad d e ev olucion viral in vitro, al momento d e c onstruccién de | os virus
quiméricos g ue expresabanl| ar egion gag-proteasa dec adapa ciente,
especialmente por la posible reversion de las mutaciones de resistencia en ambas
regiones del genoma. Este control de calidad mostré que cada par de secuencias,
antes y después de la construccion del correspondiente virus quimérico, se localizo
enlamismarama del arbol. Alv erificar la c onservacion d e | as m utaciones de
resistencia porla obtencion del g enotipo de c ada q uimera, s e c omprobd g ue
durante el ensayo de capacidad replicativa, los virus que se estudiaron fueron un
reflejo de | a po blacion v iral pr esente en ¢ ada i ndividuo. Sin em bargo, esta
genotipificacion a partir de | os virus quiméricos construidos también nos permitio
identificar reversién de algunas mutaciones de r esistencia en | a proteasa viral. El
analisis de | os electroferogramas en estos casos, mostré que las variantes virales
con mutaciones de resistencia c oexistian con v ariantes wild t ype, obs ervandose
como ambigledad e n | as s ecuencias d e | os virus de plasma. En es tos c asos,

durante | a am plificacién y pr opagacién de v irus q uiméricos en c ultivo, h ubo
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seleccion d e la c epa wild type. E stos v irus f ueron ex cluidos del estudioy se
incluyeron uni camente | as mutantes q ue no presentaran ni nguna s efal de
ambigledad en | as s ecuencias de virus de plasma. En el caso del gen gag, el
grado de polimorfismo en | os virus quiméricos también disminuyo, por lo que sélo
se consideraron virus con posiciones de mutaciones sin ambiguedades para evitar

resultados espurios.

El primer ac ercamiento al a nalisis de |a C R depe ndiente d e la region gag-pro,
comparé la adaptaciéon de los virus de la cohorte de estudio con una cohorte control
de individuos virgenes a tratamiento antirretroviral. Esta cohorte (n=100) habia sido
previamente c aracterizada en el marco del proyecto “Impacto de las mutaciones
seleccionadas por las moléculas HLA-I sobre la capacidad replicativa del Virus de
Inmunodeficiencia Humana” (Soto-Nava et al, datos no publicados). E ste proyecto
incluye am as de 6 00 virus de di stintas p artes de | a R epublica M exicana; sin
embargo, par a estet rabajos e seleccion6 una muestra q ue c onsider6é u na
distribucion g eografica s imilar ala de la c ohorte estudiada, c on i ndividuos del
Distrito Federaly E stadod e M éxico. E s ¢c onocido q ue i nclusodentrod e la
Republica Mexicana existe una distribucion diferencial de alelos HLA-I de acuerdo
a la region geografica, y fue importante considerar una distribucion alélica similar

que hiciera comparables los grupos de estudio [25, 61].

En la Figura 6.3, se comparo la CR de esta cohorte control con la de individuos
expuestos a inhibidores de proteasa. La CR de los virus de la cohorte estudiada fue
significativamente menor. El resultado es esperado ya que la poblacion viral posee
en s ugenoma, un g ran nu mero d e mutaciones s eleccionadas por | a presion
selectiva farmacoldgica, y que en aus encia del farmaco selector, representan una
desventaja para los virus, reflejandose en una menor capacidad replicativa relativa.
Asi mismo, gag se ha reportado como un gen cuyas mutaciones tienen alto impacto
en la capacidad de replicacién [31, 67, 109, 110]; y al existir una co-evolucién de
gag con una proteasa resistente a inhibidores d e proteasa, la seleccién en gag,
también puedenr eflejarsee nu na CR menore na usenciadel farmaco

antirretroviral.
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De acuerdo a bases de datos q ue recopilan informacion s obre | a s eleccion de
mutaciones de resistencia a las diferentes familias de farmacos antirrerovirales [83].
Se identificaron las mutaciones mayores de resistencia presentes en los virus de la
cohorte estudiada (Figura 6.5). También s e i dentifcaron mutaciones m enores o
secundarias g ue s e hanr eportado enl aproteasay quesibien, noa portan
resistencia por si mismas, son capaces de incrementar el fenotipo de resistencia y
actuan como mutaciones compensatorias frente a la pérdida de CR asociada a la
selecciéon de mutaciones mayores de resistencia que se localizan en el sitio activo
de la enzima [11, 73, 91].

La Figura 6.4 muestra el efecto de estas mutaciones secundarias en la CR, L10I/V,
K20R, M361, A71V/T/I. A pesar de estar presentes una o0 mas de estas mutaciones
por cada individuo, no se encontré un efecto compensatorio en la CR. Es posible
que el analisis i ndividual de cada s ecuencia, pudiera ser capaz de identificar el
efecto compensatorio de estas mutaciones en un contexto mutacional particular y a
lo | argo del tiempo, es dec ir, ev aluando sil as eleccion de al guna de estas
mutaciones sirvio como mecanismo compensatorio en esa cepa viral en particular,
una v ez adquiridas mutaciones de resistencia al tratamiento. Sin e mbargo, en el
contexto de | a evolucidnrealdel osvirus de lapoblacionde estudio,nose
observaron efectos significativos en la CR.

En cuanto a las mutaciones mayores de resistencia en proteasa, existen a la fecha
trece mutaciones clasificadas en este grupo, cuya presencia por si sola disminuye
la susceptibilidad a IPs (Figura 1.15). De estas trece, doce se encontraron en | a
cohorte con di ferentes f recuencias, siendo|a mutacion L 90M la m as f recuente
(Figura 6.5). E sta di versidad de mutaciones puede s er u nr eflejo del t iempo
prolongado en el que los individuos permanecen en falla viroldégica permitiendo que
el virus selecione un mayor numero d e mutaciones que |le confieren resistencia.
Esta ex posicion pr olongada di ficultal a s eleccién de futuros es quemasd e
tratamiento,y aq ue como s e menciono pr eviamente, es tas m utaciones de
resistencia se localizan en el sitio activo de la enzima y una sola mutacion confiere
resistencia cruzada a mas de un farmaco de la familia. Ejemplo de ello es la misma

mutacion L 90M g ue confiere r esistencia a7 del o0s9 inhibidores de pr oteasa
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aprobados porl a F DA i ncluido L opinavir/ritonavir ( KALETRA)q uees el IP

mayormente prescrito en México [15].

Un buen ac ercamiento par a es tudiar el e fecto d e | as mutaciones asocidas a | a
exposicion a | Ps sobre la CR, es el analisis de la ausencia-presencia de cada una
de ellas. Al tratarse del estudio de dos regiones distintas en el genoma viral, el
analisis se hizo tanto para la proteasa como para el gen gag de acuerdo al cédigo
de colores descrito en | os resultados. El analisis de | as m utaciones mayores de
resistencia en proteasa, mostré a la mutacion G48V asociada con una disminucion
significativa de la CR (Figura 6.6). Sin embargo, la frecuencia de esta mutacién fue
baja, observandose en 4 de los 98 virus analizados. Es posible que en este caso el
efecto en | a disminucién de| a CR estuviera asociado al a presencia d e ot ras
mutaciones; y e n ef ecto, cada uno de es tos virus poseia ademas, la m utacién
A431V la cual se asocié con un efecto significativo de disminucién de la CR (Figura
6.11y 6. 13). La mutacion d e r esistencia m as frecuente, L90 M, m ostré u na
asociacion con el aumento de la CR (Figura 6.7). Esta mutacion, en conjunto con
M46l/L, s on | as g ue pr esentan el m ayor por centaje e i mpactoenc uanto a
resistencia transmitida en M éxico [23], y es importante considerar que, segun las
observaciones del presente trabajo, esta mutacion puede ademas conferir ventaja

al virus, lo que en parte explicaria la mayor factibilidad de transmisién sin reversion.

Resulto interesante no obtener una correlacion ni una diferencia significativa entre
el numero de mutaciones mayores de resistencia en proteasa por individuo, y la CR
(Figuras 6.8 y 6.9). En la proteasa, se ha reportado que la seleccion de multiples
mutaciones de r esistencia t iene consecuencias neg ativas en| a c apacidadd e
replicacion, fuera del contexto del tratamiento antirretroviral, ya que se localizan
dentro d el s itio ac tivo de | a enz ima. S in em bargo, es tos estudios s 6lo h an
considerado ala proteasa viral y no ot ras regiones del genoma [42, 76, 79, 82,
111]. N uestro proyecto de investigacién c onsider6 ademas, la influencia d el gen
gag enla CR y nue stros r esultados sugieren que po drian existir mecanismos
compensatorios, q ue muy probablemente se enc uentran fuera d e | a pr oteasa,

explicando las diferencias de capacidad replicativa dentro de la cohorte de estudio.
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El impacto de la seleccion de mutaciones en gag frente a la exposicion a IPs es de
gran importancia para estudiar |la adaptacién viral en presencia de esta familia de
farmacos dadal a co-evolucion bien doc umentada de estegenfrentea una
proteasa resistente. A la fecha, se ha reportado un gran numero de mutaciones en
gag que se han asociado a la exposicion a IPs, algunas de ellas se han reportado
como m utaciones compensatorias, otras mas, como m utaciones q ue apor tan al
fenotipo de resistencia y otras como A431V que aportan resistencia por si mismas
y compensan los efectos negativos en | a capacidad de replicacién [67, 69, 86-88,
90, 97, 101, 103-107]. M uchas d e es tas m utaciones s e han r eportado e n | os
motivos que reconoce la proteasa para escindir a cada una de las proteinas de gag
durante el proceso de maduracion viral. Los motivos de corte que han mostrado la
mayor cantidad de cambios se concentran hacia la porcién final del gen p2p7p1p6.
En nu estro es tudio, posterior a u na bus queda ex haustivaen| al iteratura, s e
caracterizaron las m utaciones asociadas a ex posicion al Ps presentesen la
cohorte. No s e encontré r epresentacion de todas | as mutaciones que han s ido
reportadas, sin e mbargo hubo un numero importante de el las: R76K, T 81A,
V128T/A, H219P/Q, A431V, K436E/R, 1437T/V, P449L/F/P/V, PA53A/LIT, E468G/S
(Figura 6.10).

El estudio de la presencia-ausencia de cada una de estas mutaciones y su impacto
sobre | a C R, mostré q ue | a m utacion A431V tiene i mpacto s ignificativo en | a
disminucién de la CR (Figura 6.11y 6.13). Considerando |la combinacion con la
mutacion m as f recuente R76K, q ue también mostrdé t endencia (aunque no con
diferencia significativa) a la disminucion de la CR (Grafica 6.12), se observo que la
mutacion A431V es la responsable de una disminucién significativa en la CR pero
que en ¢ ombinacion con R76K, el efecto es m ayor (Grafica 6.13). Alhacerla
correccion por A431V se observo que la sola mutacion R76K no tiene efecto en la
CR, y esposiblequeel efecto del apresencia A431V + R 76K se deb aa
interacciones a ni vel de pr oteina q ue ser eflejan en una di sminucibnenl| a
capacidad d e r eplicacién en | a c ohorte. E studios d e m odelaje in silico podrian
ayudar al ent endimiento de este e fecto e i dentificar p osibles i nteracciones.
Respecto a la mutacién A431V se sabe que es parte del motivo de reconocimiento

para el corte p7 (NC)-p1. Cada motivo de corte en gag tiene una taza de esicidén
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distintay s e c lasifica de ac uerdo av elocidad de ¢ orte en motivos primarios,
secudarios y terciarios para completar el proceso de maduracion viral. El corte de
p7 (NC)-p1 es s ecundarioy noes consideradocomounpasolimitanteenla
cascada de m aduracién. La m utacion A431V es considerada c omo m utacion
compensatoria en exposicion a IPs; sin embargo, en nuestra cohorte de estudio, se
asocid con un efecto significativo en la disminucion significativa de la CR [87, 90,
97]. E ste resultado s ugiere que podrian existir mecanismos adi cionales q ue
influyen en la seleccion de esta mutacién reflejandose en una CR menor. Ejemplo
de ello puede ser lainfluencia de | a presion s electiva inmnoldgica, donde al elos
especificos g ue p odrian r econocer al epi tope ¢ onteniendo al a pos icion A431
pueden derivaren unr econocimiento mas avidoq ue de sencadene un a
citotoxicidad mas eficiente (Figura 6.32).No existen alelos reportados en bases de
datos que reconozcan un epitopo incluyendo esta posicion, sin embargo en nuestro
estudio identificamos posibles alelos selectores que son caracteristicos de nuestra

cohorte, Ver mas adelante, seccion Interaccidon entre multiples presiones selectivas.

El analisis de correlacidon entre las mutaciones en gag asociadas a IPsy la CRno
mostro resultados significativos (Figura 6.14). Sin embargo, al comparar grupos de
individuos c on diferente numero de m utaciones en gag, se o bservé de manera
general, que la seleccion de incluso 1 mutacién, probablemente por la presencia de
A431V, tiene un efecto negativo en la CR p=0.0088 (Figura 6.15). No se identifico
ningun p atrén de m utaciones e n gag que ex plicara | as di ferencias ent re c ada
grupo, sin embargo la mayoria de el las se localizan en al guno de |o motivos de
corte del gen. El resultado sugiere que son las mutaciones seleccionadas en gag

las que tienen un mayor impacto en la capacidad de replicacion.

Los resultados descritos han i ncluido mutaciones previamente reportadas en gag.
Para identificar posiciones adicionales caracteristicas de | a cohorte de es tudio, se
utilizé una her ramienta bioinformatica ev olutiva par a ev aluar | a pr esenciad e
presion selectiva en gag. Se utilizé un modelo de razdn de sustituciones sinénimas
y no s indnimas para cada codon en el alineamiento de | as s ecuencias de gag

resultando en u n total de 15 pos iciones b ajo pr esidn s electiva po sitiva ( p<0.5),
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Tabla 6.2). De acuerdo a es tos resultados y en ¢ onformidad con la literatura, se
observo que la region mas variable se concentrd hacia la porcion final del gen con
una mayor proporcion de sitios bajo presion selectiva positiva en |la proteina p6. La
proteina de Matriz fue la proteina mas conservada dada su importancia funcional y
estructural (Figura 6.16) [58, 67].

La comparaciéon de las 15 posiciones bajo presion selectiva positiva con aquéllas
que resultaron del analisis para la cohorte control virgen a tratamiento, da un buen
acercamiento al entendimiento de la presion selectiva inmune y farmacolégica que
distingue a la cohorte estudiada. La Figura 6.17 mostr6 que fue posible identificar
posiciones exclusivas de | os i ndividuos con resistencia al TAR y que por tanto
varian por la presion selectiva del tratamiento antirretrovrial A431 y P476. El resto
de las posiciones se compartieron con individuos virgenes a tratamiento y son muy
probablemente reflejo de la variabilidad mediada por la presién selectiva inmune,
en particularidad | as r espuestas r estringidas por HLA-I,c omo s e h a de scrito
previamente para gag [31, 57, 58, 86, 112, 113] . Cabe mencionar que el poder

para encontrar posiciones bajo presion selectiva positiva

Igualmente, se analizé el impacto en CV de la presencia-ausencia de cada una de
las 15 mutaciones bajo presion selectiva con cada una de las variaciones presentes
por posicion (Tabla 6.2, Figura 6.19). El resultado fue sumamente interesante al
identificar a la posicion S373 con efecto compensatorio en la CR. E sta p osicion,
como s e d escribié en | a s eccion de R esultados, h a m ostrado el mismo e fecto
compensatorio en individuos virgenes a t ratamiento pero con la seleccion de un
aminoacido distinto S373Q. La diferencia de seleccidén para estos aminoacidos fue
significativa con p=0.0002, lo que sugiere una seleccidén preferencial debida a la

exposicion del tratamiento antirretroviral S373A/T.

Respecto a la posicion S373, se localiza en el motivo de corte p2-NC. Este motivo
de corte se ha reportado como primario y es el de primero y de mayor velocidad en
la cascada de maduracion de gag. Se ha asociado con la estabilidad y maduracién
del di mero de R NA en|as particulas v irales, c uyas m utaciones influyen en la
estabilidad del genoma viral [114]. La importancia de este motivo de corte para la

capacidad de replicacion indica que la mutacion S373A/T podria tener influencia en
112



la interaccion con el genoma mejorando su estabilidad y reflejanddse en el efecto
compensatorio obs ervado en | a c ohorte ( Figura 21, 22y 23).La asociacion
S373A/T + L90M, permitié identificar ademas a la presion selectiva farmacoldgica
como principal influyente en la seleccion preferencial de S373A/T. Sin embargo, al
ser también blanco de la presion selectiva imunoldgica, nuestro trabajo fue capaz
de evidenciar la interaccion entre multiples presiones selectivas reflejadas en una
doble ventaja viral. Esta doble ventaja hizo comparable la CR con aquélla obtenida
en | a c ohorte c ontrol de i ndividuos virgenes at ratamiento ( Figura 6. 22). La
transmision de una cepa viral con estas mutaciones impacta en la susceptibilidad
del desarrollo de resistencia mas tempranamente, lo cual dificulta la eleccion de un
esquema de t ratamiento 6 ptimo e i nfluye en | a progresion de | a e nfermedad al

poseer el virus una mayor CR.

Al observarse que las mutaciones seleccionadas en gag tienen un mayor impacto
enlaCR, seestudid lav ariabilidad de | os m otivos de ¢ orte. La F igura 6 .25
evidencio que existe una adaptacion viral a | a presion selectiva farmacologica en
gag, reflejandose en un mayor grado de polimorfismo a o largo de los motivos de
corte. Son precisamente estos aminoacidos los que reconoce la proteasa durante
la maduracién viral y es es perado observar un g rado de adaptacién cuando se
seleccionan mutaciones de r esistencia en la proteasa. Se ha reportado que en el
sustrato gag, se seleccionan variantes que mejoran la afinidad con una proteasa
resistente y con ello, mantienen la eficiencia del proceso de maduracién [42, 80,
87,97, 103, 109].

Se analizo la correlacion entre la variabilidad de los motivos de corte y la CR. Sin
embargo, de manera intersante no se obtuvo resultado significativo (Figura 6.26).
Se observd que existe una correlacion entre la variabilidad de los motivos de corte
y las mutaciones asociadas a la exposicion a IPs, tanto en proteasa como en gag
(Figura 6. 27) y que por tanto, influencian los v alores de CR. Los r esultados
sugieren que a medida que exista un mayor numero de mutaciones seleccionadas
debido a la exposicion por IPs, mayor sera la adaptacion en cuanto a la variacion

en los motivos de c orte y por lo tanto, la CR se vera compensada. Mas aun, no
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hubo situacion en la que pudiera analizarse un alto grado de resistencia con poca

variabilidad en los motivos de corte.

La divisidon por cuartiles de acuerdo a | os valores de CR, nos permitié extremar
grupos para identificar las posibles caracteristicas asociadas a diferencias en CR.
La Tabla 6.4 muestra que mutaciones especificas son responsables de compensar
o disminuir la capacidad replicativa, e.g. A431V, p=0.0374 entre cuartil alto y bajo.
Y que mas alla de la presencia de estas mutaciones es una probable evidencia de

la interaccion entre la presion famracoldgica e inmunolégica.

Interaccion entre multiples presiones selectivas: Doble ventaja viral.

La interaccion entre multiples presiones selectivas se hace evidente cuando existen
casos de tazas v ariables de adq uisicion d e r esistenciaa T AR g ue no pue den
explicarse por la dosis ot iempo de ex posicion al farmaco. E n estos c asos, la
presion inmunoldgica podria estar involucrada en la seleccion de m utaciones de
escape q ue también proporcionan resistencia a f armacos ant irretrovirales [95].
Ejemplo de estudios enfocados a esta m ultiple presién s electiva, fue un e studio
enfocado en la mutacion de resistencia en proteasa V82A, presente en un epitopo
reconocido por el supertipo HLA-A2. El estudio demostré que la cepa mutante no
era reconocida por los alelos del supertipo HLA-A2 y funcionaba por lo tanto, como
mutacion de es cape inmunoldgico y m utacién d e r esistencia al tr atamiento de

manera simultanea [93].

La integracion de nuestros resultados mostré que la mutacion L90M no p uede ser
reconocida por los alelos B*35 presentes en la cohorte y por tanto confiere doble
ventaja al funcionar como mutacion de resistencia 'y de es cape inmunoldgico. E|
grupo B *35 a demas, exhibe una al ta frecuencia y pol imorfismo en el contexto
inmunogenético de los mexicanos, donde la mayoria de | os alelos se comportan
como posibes alelos HLA de riesgo (en particular B*35:01, Valenzuela-Ponce et al.,
manuscrito en preparacion) (Figura 1.10 y 6.30). Se requieren estudios futuros que
evaluen los patrones mutacionales de escape inmunoldgico para este grupo HLA

por ensayos de citotoxicidad.
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Los resultados observados parala mutacion L90OM en conjunto con | a pos icion
S373, s ugieren que el r epertorio alélico H LA del i ndividuo podria hac erlo m as
susceptible a desarrollar falla virolégica cuando existe interaccion entre el gen pol,
el gen gag y alelos candidatos como A*03:01, A*31:01, B*35:01 y B*35:03. No se
encontré una completa correspondencia entre | a presencia de S373A/T, valores
altos de capacidad replicativa y presencia de los alelos que potencialmente pueden
reconocer el epitope ( sbloenel 48% de |osindividuos). Sin em bargo, nose
descarta la pos ibilidad que en i ndividuos que p osean alguno de estos alelos, la
ganancia en CR sea mas alta (Figura 6.30).

Asi, como ejemplo se tiene el siguiente escenario: Si un individuo presenta dichos
alelos HLA e inicia un esquema de tratamiento a ntirretroviral con | Ps podria ser
mas propenso a des arrollar y mantener las mutaciones L90M y S373A/T, que se
reflejarian en | a resistencia del virus a | Ps, mejoran la CR y escapan al sistema

inmune con la mutacion L90M que escapa al reconocimeinto de CTLs eg. B*35.

Un estudio mas profundo sobre la presencia conjunta de S373A/T + L90M, podria
ser por un acercamiento longitudinal que responda a la pregunta si la seleccion de
la mutacion S373A/T es compensatoria una vez que se selecciona la mutacion de
resistencia L90M. O bien, que las mutaciones de resistencia en la proteasa influyan
a que la mutacién se mantenga una vez que S373A/T se haya seleccionado por
influencia d e alelos HLA-I. P ara responder a esta pregunta, se hizo un p equefo
analisis de individuos con resistencia transmitida a IPs por L90M (Garcia-Morales
et al ., datos no publicados) a p artir de una cohorte que incluye a mas de 150 0
individuos virgenes a tratamiento de México. En esta cohorte, la mutacion L90M se
encontré en 15 individuos (frecuencia 1% ). Asi mismo, se busco la presencia de
S373A/T, pero ninguno de los 15 i ndividuos con la mutacion L90M |a presento.
Interesantemente, el 60% de ellos se clasific6 como con infeccion reciente, lo que
abre la posibilidad de un mayor tiempo de co-evolucién para la seleccion diferencial
de S373A/T. O bien, que un estado de falla virologica prolongada que favorece la
seleccion de m as mutaciones de resistencia, favorezca también |a seleccion de
S373A/T en gag.
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Interaccion entre multiples presiones selectivas: Impacto negativo en la CR.

Por ot ro | ado, s e ha obs ervado q ue i ndividuos q ue pos een v irus m ulti-drogo
resistentes, se mantienen bajo cierto control virolégico con v alores de carga viral
que no corresponderian al grado de resistencia, probablemente por la seleccion de
mutaciones q ue pueden c onferir r esistencia per o q ue s on r econocidas por el
sistema inmune acorralando al virus entre presiones selectivas opuestas [93]. En
nuestro caso, la interaccion que se observd con la mutacion A431V, mostré tener
efectos n egativosen | a CR apes ard es eru na mutacién r eportada c omo
compensatoria [50, 88, 97]. Se identificaron alelos HLA presentes en la cohorte que
tedricamente pueden reconocer al epitope conteniendo A431, tanto a | a variante
wild type como la mutante, A*02:06, B*35:01, C*07:02. Asi, un individuo con los
alelos candidatos y bajo esquema de IPs, seleccionaria |a mutacion A431V que
como efecto principal conferiria resistencia, sin embargo, al ser reconocida por el
sistema i nmune, | a v iremia po dria es tar m as c ontrolada en ¢ omparacién c on
individuos que carecen de es tos alelos. La seleccion de esta mutacion ad emas,
poseeria un efecto negativo enla CR. Mas aun, los alelos responsables de e ste
reconocimiento son comunes en el contexto inmunogenético mexicano y en nuestra

cohorte, se encuentran en los primeros tres lugares de frecuencia (Figura 6.28).

Queda abierta la interrogante de no observar un mayor porcentaje de seleccion de
la mutacién A431V en los individuos con los alelos A*02:06, B*35:02 o C*07:02.
Sin e mbargo, es una evidencia mas de que la evolucion viral es complejay no
responde ent odos | os c asos al a presencia del tratamiento antirretroviral ni a
posibles alelos selectores, sobre todo, si tienen impacto en la CR. La posibilidad de
encontrar sitios en el genoma que originen efectos negativos para la capacidad de
replicacion, ofrece alternativas al des arrollodei nmundgenos pr ofilacticos

considerando la carga alélica de los individuos.

En el estudio existe la limitante del bajo numero de tipificaciones HLA y es probable
que los efectos significativos de la presencia de alelos sobre la CR se deban a un

bajo poder estadistico para encontrar asociaciones (Figura 6.28).
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Finalmente, se ha demostrado que la inclusion de un gran numero de individuos es
necesario para establecer asociaciones significativas con HLA-I y CD4+, carga viral
oeneste caso, CR, [57, 58, 61, 62, 64, 65, 112]. Resulta escencial incluir mas
muestras en el estudio y tipificar a | a totalidad de los participantes. Asi mismo, es
importante considerar que existen alelos HLA presentes en la cohorte para los que
la informacion sobre especificidad de union y posibles e pitopos es incompleta, al
ser tipicamente amerindios y por lo tanto poco estudiados, e.g. A*23:01, A*68:03. Y
por lo tanto, no se descarta la posibilidad que alguno de ellos puedan reconocer
epitopes que son importantes para el control virologico y que no han sido descritos.

Las causas que dictan la eficiencia de replicacion en una poblacion viral dependen
de muchos factores, y aunque no todos los valores de CR pueden explicarse con
los datos que aqui se muestran, nuestro estudio proporciona informacion especifica
que abre el panorama de | a complejidad de la evolucion viral en la infeccion por
VIH y en el contexto de tratamiento antirretroviral. Mas aun, reportes recientes han
propuesto que | a capacidad de replicacion de un virus transmitido es un factor
adicional e independiente que influye en la progresion de la infeccidn. Asi, un virus
con alta capacidad replicativa, ocasionara un estado de inflamacion mas severo,
acompafado de una mayor activacion inmune y con un impacto en la carga proviral
en| os linfocitos T C D4+ de memoria, r esponsables del establecimiento de |
reservorio [96]. Nuestro trabajo impacta directamente en el campo de estrategias
de prevencion para evitar la transmision, una vez que se detecte la falla viroldgica;
evidencia m ecanismos q ue | e c onfieren ventajaal VIH dentro del c ontexto
inmunogenético de un hospedero particular, y resulta importante considerarlos para
hacer |a m ejor el eccion de tratamiento a ntirretroviral de ac uerdo a | a diversidad

genética del individuo con opciones de tratamiento mas personalizado.
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CAPITULO VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Se obtuvo la capacidad replicativa relativa dependiente de | a region gag-proteasa
de individuos con falla virolégica por resistencia al uso de inhibidores de proteasa.
Esta capacidad de replicacién resulté significativamente menor al compararla con
una cohorte control de individuos virgenes a tratamiento siendo un reflejo de la alta

seleccion de mutaciones asociadas a la presion selectiva inmune y farmacolodgica.

De acuerdo a | os resultados de CR, no se observé impacto compensatorio por la
presencia de mutaciones ya reportadas como compensatorias en la proteasa viral,
y que estuvieron presentes en la cohorte: L10I/V, K20R, M361, A71V/T/I.

Se encontraron mutaciones especificas con impacto significativo en la CR: A431V/,
A431V + R76K, asociadas con una disminucién enla CR; S373A/T, S373A/T +
L90M as ociadas c on el au mento o ¢ ompensacion de | a C R. No s e enc ontrd
correlacion entre el numero total de mutaciones de resistencia tanto en proteasa
como en gag, Y la CR. Sin embargo, se encontro diferencia entre la no seleccion y

la seleccion de una o mas mutaciones de resistencia en gag, pero no en proteasa.

La posicidn S373 se identifico por el analisis evolutivo de | as secuencias de gag
para la identificacién de posiciones en el genoma con tendencia a la variabilidad.
De las 15 posiciones con evidencia de presion selectiva positiva, fue la mutacion
S373A/T que se asocio con un efecto significativo en elaumentodel aCR. La
seleccidén d e este aminoacido fue significativamente distinta en ¢ omparacién con
individuos virgenes a tratamiento siendo favorecida en |a cohorte con resistencia a
IPs (p=0.0002). E Ir esultado es ev idenciade | ai nteraccion ent re multiples
presiones s electivas donde | a presion farmacologica i nfluye e nl as eleccion
diferencial de aminoacidos q ue s e e ncuentran e n e pitopes blanco del s istema

inmune.

La presencia conjunta de | as mutaciones S373A/T + L90M, asociada al aumento
significativo de la CR, hizo comparable |la media de capacidad de replicacion de la
cohorte de estudio, con aquélla obtenida en individuos virgenes a tratamiento.
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Se e ncontré q ue | os al elos A *03:01, A*31:01, B *35:01y B *35:03 presentan
reconocimiento p otenciala S373A/T. La presencia de S373A/T + L90M con la
presencia de al guno de los alelos HLA selectores, resulté en una doble ventaja
para el virus, con valores de CR que se encontraron en el rango maximo de CR

dentro de la cohorte.

Por ot ro | ado, el pos ible r econocimiento d e | a pos icion A431 por al elos c omo
A*02:06, B*35:01, C*07:02 podria explicar el efecto en la disminucion de la CR,
siendo que s e ha reportado como mutacion c ompensatoria as ociada alusode
inhibidores d e pr oteasa ev idenciadno un m ecanismo adicional de i nteraccion

donde la consecuencia implica defectos en la CR.

Los alelos que pueden reconocer a | as posiciones S373, A431, L90, exhiben una
alta frecuencia en el contexto inmunogenético mexicano. Sin e mbargo, varios de
los alelos HLA presentes en la cohorte ha n sido pobremente explorados p ara

establecer una posible asociacion con la seleccion de mutaciones de escape.

Eles tudiode | a presenciad e mutaciones d e r esistenciaen | a pr oteasa y
mutaciones asociadas al uso de |IPs en gag, mostré que la diferencia en valores de
CR dentro de la cohorte, se debe principalmente a cambios en gag mas que en la
seleccion de mutaciones en la proteasa. La conclusion se apoya en la correlacion
significativa entre el porcentaje de v ariacion de | os motivos de c orte en gag y las

mutaciones de resistencia la region gag-pro.

Nuestro t rabajo de muestra q ue ex iste una ¢ o0-evolucién ent re una pr oteasa
resistente y su sustrato gag. Evidencia ademas, que esta co-evolucién impacta en
la capacidad replicativa viral y mas aun, muestra evidencia de la interaccion entre
multiples presiones selectivas que pueden conferir doble ventaja al virus, o bi en,

limitar su variabilidad.
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Perspectivas

Ampliar tanto el numero de individuos incluidos en la cohorte como la tipificacion de
alelos HLA-I para lograr un mayor poder estadistico y mejorar las asociaciones con
CR. Incluir las células polimorfonucleares de cada individuo, PBMCs, para mejorar

el poder de tipificacion y disminuir el grado de homocigosis.

Someter las secuencias de gag a un analisis de s eleccion positiva por correccion
de filogenia. Ejemplo de ellos es el analisis PDN o red de dependencia filogenética.
El resultado mostrara asociaciones de escape o conservacion de cada aminoacido
dentro de la secuencia de gag con los alelos HLA-I obtenidos en la tipificacion de la
cohorte. Se identificaran aquéllas asociaciones que son estadisticamente

significativas.

Desarrollar ensayos de mutagénesis dirigida para las mutaciones que mostraron
efecto significativo en | a CR y comparar | os resultados con |os mostrados en e |
presente trabajo: A431V, A431V + R76K, asociadas con una disminucion en la CR;
S373A/T, S373A/T + L90OM asociadas con el aumento o compensacion de la CR.
Esto per mitiria i dentificar el ef ecto m ismo de| as m utaciones sobre el v irus
excluyendo el contexto de multiples mutaciones presentes en | os i ndividuos con

tiempo de evolucion y exposicion a tratamiento antirretroviral.

Desarrollar ensayos de reconocimiento de epitopes por CTLs para las mutaciones
que tuvieron impacto en la CR. Ensayos de E LISPOT por ejemplo, tanto para la
mutante como para la variante wyldtype, permitiria explorar la respuesta celular de
aquéllas alelos q ue sont ipicamente a merindios y q ue han s ido pr obremente
descritos. ElI mismo ensayo puede aplicarse para CTL’s previamente
caracterizados y compara la respuesta de reconocimiento con lo obtenido en la

cohorte de estudio.

120



CAPITULO IX. LITERATURA CITADA.

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Bernard N. Fields, P.M.H., Virology fields, 2007: USA. p. 3177.

Infecciosas, C.d.l.e.E., 30 afios del VIH-SIDA perspectivas desde México, 2011: México. p.
240.

Cdérdoba Villalobos, V.., 25 afios de SIDA en Meéxico. Logros desaciertos y retos, 2009:
México. p. 450.

Hulswit, R., HIV adaptation to HLA- Loss of proteccion?, 2013: USA. p. 24.

Van Heuverswyn, F. and M. Peeters, The origins of HIV and implications for the global
epidemic. Curr Infect Dis Rep, 2007. 9(4): p. 338-46.

McMichael, A.J. and S.L. Rowland-Jones, Cellular immune responses to HIV. Nature, 2001.
410(6831): p. 980-7.

Freed, E.O., HIV-1 and the host cell: an intimate association. Trends Microbiol, 2004. 12(4):
p. 170-7.

UNAIDS, The Gap report, 2014.

ONUSIDA, Hoja informartiva de datos estadisticos mundiales sobre VIH. 2014: p. 7.
Hoffman-Rockstroh-Kamps, HIV, Medicine, Amedeo, Editor 2006. p. 825.

Hull, M.W., et al., Epidemiology of treatment failure: a focus on recent trends. Curr Opin HIV
AIDS, 2009. 4(6): p. 467-73.

Carlson, J.M., et al., HIV-1 adaptation to HLA: a window into virus-host immune
interactions. Trends Microbiol, 2015. 23(4): p. 212-24.

Rowland-Jones, S.L., Timeline: AIDS pathogenesis: what have two decades of HIV research
taught us? Nat Rev Immunol, 2003. 3(4): p. 343-8.

SIDA., C.N.p.l.p.y.e.C.d.V.y.e., Informe Nacional de avances en respuesta al VIH y el SIDA .
Actualizacion 2013, 2014. p. 320.

VIH/SIDA, C.N.p.l.P.y.e.C.d., Guia de manejo Antirretroviral de las personas con VIH, 2012:
Meéxico. p. 285.

Bernard N. Fields, D.M.K., Peter M. Howley, Virology Fields. Quinta edicién ed. Vol. volume
2. 2007, USA. 3177.

Rambaut, A., et al., Human immunodeficiency virus. Phylogeny and the origin of HIV-1.
Nature, 2001. 410(6832): p. 1047-8.

Sharp, P.M. and B.H. Hahn, Origins of HIV and the AIDS pandemic. Cold Spring Harb
Perspect Med, 2011. 1(1): p. a006841.

Cdérdoba Villalobos, J.A.P.d.L.R.S., Valdespino, J. L., 25 afios de SIDA en México. Logros,
desaciertos y retos. Segunda edicion ed2009, México: México: Instituto Nacional de Salud
Publica. 450.

Hoffmann-Rockstroh-Kamps, HIV Medicine. 14 ed2006: Amedeo. 825.

Centro de Investigacién en Enfermedades Infecciosas, C., 30 ANOS DEL VIH-SIDA
PERSPECTIVAS DESDE MEXICO. Primera edicién ed2011, México. 240.

Geretti, A.M., HIV-1 subtypes: epidemiology and significance for HIV management. Curr
Opin Infect Dis, 2006. 19(1): p. 1-7.

Avila-Rios, S., et al., National prevalence and trends of HIV transmitted drug resistance in
Mexico. PLoS One, 2011. 6(11): p. e27812.

McCutchan, F.E., Global distribution of HIV-1 recombinants and subtypes. IAVA report,
2003.

Avila-Rios, S., et al., Unique features of HLA-mediated HIV evolution in a Mexican cohort: a
comparative study. Retrovirology, 2009. 6: p. 72.

Gdémez -Carrillo M.; Salomon, H.P.,, M.A.; Kijak, G.; Avila Distribucion de subtipos y
recombinantes del HIV situacion en la Argentina. 2001. 61, 881-889.

121



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Hemelaar, J., et al., Global trends in molecular epidemiology of HIV-1 during 2000-2007.
AIDS, 2011. 25(5): p. 679-89.

Buonaguro, L., M.L. Tornesello, and F.M. Buonaguro, Human immunodeficiency virus type 1
subtype distribution in the worldwide epidemic: pathogenetic and therapeutic implications.
J Virol, 2007. 81(19): p. 10209-19.

Altfeld, M., et al., DCs and NK cells: critical effectors in the immune response to HIV-1. Nat
Rev Immunol, 2011. 11(3): p. 176-86.

Wilen, C.B., J.C. Tilton, and R.W. Doms, HIV: cell binding and entry. Cold Spring Harb
Perspect Med, 2012. 2(8).

Freed, E.O., HIV-1 gag proteins: diverse functions in the virus life cycle. Virology, 1998.
251(1): p. 1-15.

Briggs, J.A. and H.G. Krausslich, The molecular architecture of HIV. J Mol Biol, 2011. 410(4):
p. 491-500.

Turner, B.G. and M.F. Summers, Structural biology of HIV. ] Mol Biol, 1999. 285(1): p. 1-32.
database, L.A., 2015.

Gottlinger, H.G., et al.,, Effect of mutations affecting the p6 gag protein on human
immunodeficiency virus particle release. Proc Natl Acad Sci U S A, 1991. 88(8): p. 3195-9.
Fuijii, K., J.H. Hurley, and E.O. Freed, Beyond Tsg101: the role of Alix in 'ESCRTing' HIV-1. Nat
Rev Microbiol, 2007. 5(12): p. 912-6.

Garrus, J.E., et al., Tsg101 and the vacuolar protein sorting pathway are essential for HIV-1
budding. Cell, 2001. 107(1): p. 55-65.

Chiu, H.C., et al., Effects of human immunodeficiency virus type 1 transframe protein p6*
mutations on viral protease-mediated Gag processing. J Gen Virol, 2006. 87(Pt 7): p. 2041-
6.

Paulus, C., C. Ludwig, and R. Wagner, Contribution of the Gag-Pol transframe domain p6*
and its coding sequence to morphogenesis and replication of human immunodeficiency
virus type 1. Vlirology, 2004. 330(1): p. 271-83.

Girnary, R., et al., Structure-function analysis of the ribosomal frameshifting signal of two
human immunodeficiency virus type 1 isolates with increased resistance to viral protease
inhibitors. ) Gen Virol, 2007. 88(Pt 1): p. 226-35.

Peng, C., et al.,, Role of human immunodeficiency virus type 1-specific protease in core
protein maturation and viral infectivity. J Virol, 1989. 63(6): p. 2550-6.

Nijhuis, M., N.M. van Maarseveen, and C.A. Boucher, HIV protease resistance and viral
fitness. Curr Opin HIV AIDS, 2007. 2(2): p. 108-15.

Sundquist, W.I. and H.G. Krausslich, HIV-1 assembly, budding, and maturation. Cold Spring
Harb Perspect Med, 2012. 2(7): p. a006924.

Shafer, R.W. and J.M. Schapiro, HIV-1 drug resistance mutations: an updated framework for
the second decade of HAART. AIDS Rev, 2008. 10(2): p. 67-84.

Karn, J. and C.M. Stoltzfus, Transcriptional and posttranscriptional regulation of HIV-1 gene
expression. Cold Spring Harb Perspect Med, 2012. 2(2): p. a006916.

Xing, S. and R.F. Siliciano, Targeting HIV latency: pharmacologic strategies toward
eradication. Drug Discov Today, 2013. 18(11-12): p. 541-51.

Hu, W.S. and S.H. Hughes, HIV-1 reverse transcription. Cold Spring Harb Perspect Med,
2012. 2(10).

Ambrose, Z. and C. Aiken, HIV-1 uncoating: connection to nuclear entry and regulation by
host proteins. Virology, 2014. 454-455: p. 371-9.

Craigie, R. and F.D. Bushman, HIV DNA integration. Cold Spring Harb Perspect Med, 2012.
2(7): p. a006890.

122



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Fun, A., et al.,, Human Immunodeficiency Virus Gag and protease: partners in resistance.
Retrovirology, 2012. 9: p. 63.

McMichael, A.J., et al., The immune response during acute HIV-1 infection: clues for vaccine
development. Nat Rev Immunol, 2010. 10(1): p. 11-23.

Fauci, A.S.K., D.L.; Braunvald, E.; Hauser S.L.; Longo, D.L.; Jameson, J.L.; Loscalzo, J, Harrison
principios de medicina interna. 17 edicion ed2006.

Alter, G., et al.,, HIV-1 adaptation to NK-cell-mediated immune pressure. Nature, 2011.
476(7358): p. 96-100.

Abbas, AK.L., A.H., Pillai, S., Cellular and Molecular Immunology, Elsevier, Editor 2012. p.
513.

Espinosa, E., [Finding the traces of the HIV selection]. Rev Latinoam Microbiol, 2006. 48(2):
p. 84-90.

Brockman, M.A., et al., Escape and compensation from early HLA-B57-mediated cytotoxic T-
lymphocyte pressure on human immunodeficiency virus type 1 Gag alter capsid interactions
with cyclophilin A. ) Virol, 2007. 81(22): p. 12608-18.

Kawashima, Y., et al., Adaptation of HIV-1 to human leukocyte antigen class I. Nature, 2009.
458(7238): p. 641-5.

Carlson, J.M., et al., Phylogenetic dependency networks: inferring patterns of CTL escape
and codon covariation in HIV-1 Gag. PLoS Comput Biol, 2008. 4(11): p. e1000225.

1. Abbas, A.K.L., A.H.; Pillai, S. , Cellular and Molecular Immunology. seventh ed2012,
United States: Elsevier. 513.

Brumme, Z.L., et al., Human leukocyte antigen-specific polymorphisms in HIV-1 Gag and
their association with viral load in chronic untreated infection. AIDS, 2008. 22(11): p. 1277-
86.

Goulder, P.J. and D.l. Watkins, Impact of MHC class | diversity on immune control of
immunodeficiency virus replication. Nat Rev Immunol, 2008. 8(8): p. 619-30.

Kiepiela, P., et al., Dominant influence of HLA-B in mediating the potential co-evolution of
HIV and HLA. Nature, 2004. 432(7018): p. 769-75.

Bezemer, D., et al., Evolution of transmitted HIV-1 with drug-resistance mutations in the
absence of therapy: effects on CD4+ T-cell count and HIV-1 RNA load. Antivir Ther, 2006.
11(2): p. 173-8.

Juarez-Molina, C.1., et al., Impact of HLA selection pressure on HIV fitness at a population
level in Mexico and Barbados. J Virol, 2014. 88(18): p. 10392-8.

Leslie, A., et al., Additive contribution of HLA class | alleles in the immune control of HIV-1
infection. J Virol, 2010. 84(19): p. 9879-88.

Goepfert, P.A., et al., Transmission of HIV-1 Gag immune escape mutations is associated
with reduced viral load in linked recipients. ) Exp Med, 2008. 205(5): p. 1009-17.
Martinez-Picado, J., et al., Fitness cost of escape mutations in p24 Gag in association with
control of human immunodeficiency virus type 1. ) Virol, 2006. 80(7): p. 3617-23.

Avila-Rios, S., G. Reyes-Teran, and E. Espinosa, Cornering HIV: taking advantage of
interactions between selective pressures. Med Hypotheses, 2007. 69(2): p. 422-31.

Dam, E., et al., Gag mutations strongly contribute to HIV-1 resistance to protease inhibitors
in highly drug-experienced patients besides compensating for fitness loss. PLoS Pathog,
20009. 5(3): p. €1000345.

Deeks, S.G., R. Tracy, and D.C. Douek, Systemic effects of inflammation on health during
chronic HIV infection. Immunity, 2013. 39(4): p. 633-45.

Douek, D.C., M. Roederer, and R.A. Koup, Emerging concepts in the immunopathogenesis of
AIDS. Annu Rev Med, 2009. 60: p. 471-84.

Clavel, F. and A.J. Hance, HIV drug resistance. N Engl ] Med, 2004. 350(10): p. 1023-35.

123



73.

74.

75.

Arts, E.J. and D.). Hazuda, HIV-1 antiretroviral drug therapy. Cold Spring Harb Perspect
Med, 2012. 2(4): p. a007161.

Fun, A., Determinants of the development and evolution of HIV-1 drug resistance, 2012:
Netherlands. p. 152.

Sida, C.N.p.l.P.y.C.d., Guia de Manejo Antirretroviral

de las Personas con VIH, 2012: México. p. 285.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.
84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Wlodawer, A. and J. Vondrasek, Inhibitors of HIV-1 protease: a major success of structure-
assisted drug design. Annu Rev Biophys Biomol Struct, 1998. 27: p. 249-84.

Shafer, R.W., R. Kantor, and M.J. Gonzales, The Genetic Basis of HIV-1 Resistance to Reverse
Transcriptase and Protease Inhibitors. AIDS Rev, 2000. 2(4): p. 211-228.

Bailey, J., et al., Mechanisms of HIV-1 escape from immune responses and antiretroviral
drugs. Curr Opin Immunol, 2004. 16(4): p. 470-6.

King, N.M., et al., Combating susceptibility to drug resistance: lessons from HIV-1 protease.
Chem Biol, 2004. 11(10): p. 1333-8.

Mammano, F., C. Petit, and F. Clavel, Resistance-associated loss of viral fitness in human
immunodeficiency virus type 1: phenotypic analysis of protease and gag coevolution in
protease inhibitor-treated patients. J Virol, 1998. 72(9): p. 7632-7.

Nijhuis, M., et al., Increased fitness of drug resistant HIV-1 protease as a result of
acquisition of compensatory mutations during suboptimal therapy. AIDS, 1999. 13(17): p.
2349-59.

Mammano, F., et al., Retracing the evolutionary pathways of human immunodeficiency
virus type 1 resistance to protease inhibitors: virus fitness in the absence and in the
presence of drug. ) Virol, 2000. 74(18): p. 8524-31.

University, H.D.R.D.-S., HIV Drug Resistance Database - Stanford University, 2012.

Aoki, M., et al., Non-cleavage site gag mutations in amprenavir-resistant human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) predispose HIV-1 to rapid acquisition of amprenavir
resistance but delay development of resistance to other protease inhibitors. J Virol, 2009.
83(7): p. 3059-68.

Larrouy, L., et al., Gag mutations can impact virological response to dual-boosted protease
inhibitor combinations in antiretroviral-naive HIV-infected patients. Antimicrob Agents
Chemother, 2010. 54(7): p. 2910-9.

Barrie, K.A., et al., Natural variation in HIV-1 protease, Gag p7 and p6, and protease
cleavage sites within gag/pol polyproteins: amino acid substitutions in the absence of
protease inhibitors in mothers and children infected by human immunodeficiency virus type
1. Virology, 1996. 219(2): p. 407-16.

Verheyen, J., et al., Compensatory mutations at the HIV cleavage sites p7/p1 and p1/p6-gag
in therapy-naive and therapy-experienced patients. Antivir Ther, 2006. 11(7): p. 879-87.
Kolli, M., S. Lastere, and C.A. Schiffer, Co-evolution of nelfinavir-resistant HIV-1 protease
and the p1-p6 substrate. Virology, 2006. 347(2): p. 405-9.

Zhang, Y.M., et al., Drug resistance during indinavir therapy is caused by mutations in the
protease gene and in its Gag substrate cleavage sites. J Virol, 1997. 71(9): p. 6662-70.

Ho, S.K., et al., Drug-associated changes in amino acid residues in Gag p2, p7(NC), and
p6(Gag)/p6(Pol) in human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) display a dominant effect
on replicative fitness and drug response. Virology, 2008. 378(2): p. 272-81.

Fun A, e.a., Determinants of the development and evolution of HIV-1 drug resistance, 2012:
Netherlands. p. 152.

124



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

1009.

Mueller, S.M., et al., Dual selection pressure by drugs and HLA class I-restricted immune
responses on human immunodeficiency virus type 1 protease. J Virol, 2007. 81(6): p. 2887-
98.

Karlsson, A.C., et al., Dual pressure from antiretroviral therapy and cell-mediated immune
response on the human immunodeficiency virus type 1 protease gene. ) Virol, 2003. 77(12):
p. 6743-52.

Mason, R.D., et al., Antiretroviral drug resistance mutations sustain or enhance CTL
recognition of common HIV-1 Pol epitopes. ) Immunol, 2004. 172(11): p. 7212-9.

John, M., et al., Interactive selective pressures of HLA-restricted immune responses and
antiretroviral drugs on HIV-1. Antivir Ther, 2005. 10(4): p. 551-5.

Claiborne, D.T., et al., Replicative fitness of transmitted HIV-1 drives acute immune
activation, proviral load in memory CD4+ T cells, and disease progression. Proc Natl Acad Sci
USA, 2015.112(12): p. E1480-9.

Bally, F., et al., Polymorphism of HIV type 1 gag p7/p1 and p1/p6 cleavage sites: clinical
significance and implications for resistance to protease inhibitors. AIDS Res Hum
Retroviruses, 2000. 16(13): p. 1209-13.

Brockman, M.A,, et al., Use of a novel GFP reporter cell line to examine replication capacity
of CXCR4- and CCR5-tropic HIV-1 by flow cytometry. ) Virol Methods, 2006. 131(2): p. 134-
42,

Miura, T., et al., HLA-associated alterations in replication capacity of chimeric NL4-3 viruses
carrying gag-protease from elite controllers of human immunodeficiency virus type 1. )
Virol, 2009. 83(1): p. 140-9.

Brockman, M.A., et al., Early selection in Gag by protective HLA alleles contributes to
reduced HIV-1 replication capacity that may be largely compensated for in chronic infection.
JVirol, 2010. 84(22): p. 11937-49.

Wright, J.K., et al., Influence of Gag-protease-mediated replication capacity on disease
progression in individuals recently infected with HIV-1 subtype C. J Virol, 2011. 85(8): p.
3996-4006.

Centro Nacional para la Prevencion y el Control del VIH y el SIDA, C., PANORAMA
EPIDEMIOLOGICO DEL VIH/SIDA E ITS EN MEXICO. REGISTRO NACIONAL DE CASOS DE SIDA -
ACTUALIZACION PRELIMINAR HASTA LA SEMANA 52 DEL 2012, 2012: México. p. 50.
Gatanaga, H., et al., Amino acid substitutions in Gag protein at non-cleavage sites are
indispensable for the development of a high multitude of HIV-1 resistance against protease
inhibitors. ) Biol Chem, 2002. 277(8): p. 5952-61.

Maguire, M.F., et al., Changes in human immunodeficiency virus type 1 Gag at positions
L449 and P453 are linked to 150V protease mutants in vivo and cause reduction of sensitivity
to amprenavir and improved viral fitness in vitro. J Virol, 2002. 76(15): p. 7398-406.

Malet, I, et al., Association of Gag cleavage sites to protease mutations and to virological
response in HIV-1 treated patients. J Infect, 2007. 54(4): p. 367-74.

Parry, C.M,, et al., Gag determinants of fitness and drug susceptibility in protease inhibitor-
resistant human immunodeficiency virus type 1. ) Virol, 2009. 83(18): p. 9094-101.

van Maarseveen, N.M., et al., Modulation of HIV-1 Gag NC/p1 cleavage efficiency affects
protease inhibitor resistance and viral replicative capacity. Retrovirology, 2012. 9: p. 29.
Payne, R., et al., Impact of HLA-driven HIV adaptation on virulence in populations of high
HIV seroprevalence. Proc Natl Acad Sci U S A, 2014. 111(50): p. E5393-400.

Zennou, V., et al., Loss of viral fitness associated with multiple Gag and Gag-Pol processing
defects in human immunodeficiency virus type 1 variants selected for resistance to protease
inhibitors in vivo. J Virol, 1998. 72(4): p. 3300-6.

125



110.

111.

112.

113.

114.

Myint, L., et al., Gag non-cleavage site mutations contribute to full recovery of viral fitness
in protease inhibitor-resistant human immunodeficiency virus type 1. Antimicrob Agents
Chemother, 2004. 48(2): p. 444-52.

Wlodawer, A., Structure-based design of AIDS drugs and the development of resistance. Vox
Sang, 2002. 83 Suppl 1: p. 23-6.

Frahm, N., et al., Consistent cytotoxic-T-lymphocyte targeting of immunodominant regions
in human immunodeficiency virus across multiple ethnicities. ) Virol, 2004. 78(5): p. 2187-
200.

Miura, T., et al., HLA-B57/B*5801 human immunodeficiency virus type 1 elite controllers
select for rare gag variants associated with reduced viral replication capacity and strong
cytotoxic T-lymphocyte [corrected] recognition. ) Virol, 2009. 83(6): p. 2743-55.
Shehu-Xhilaga, M., et al., Proteolytic processing of the p2/nucleocapsid cleavage site is
critical for human immunodeficiency virus type 1 RNA dimer maturation. J Virol, 2001.
75(19): p. 9156-64.

126



ANEXO 1.

Se muestra la secuencia y nombre de los primers para la amplificacion y
secuenciacion de los alelos HLA-I de acuerdo a: HLA class | sequence-based
typing using DNA recovered from frozen plasma Cotton, L., et al. 2012

Nombre de primer Secuencia Concentracion.
AF GAAACSGCCTCTGYGGGGAGAAGCAA 50 nmol
AR TGTTGGTCCCAATTCTCTCCCCTC 50 nmol

BF mod GGGAGGAGMRAGGGGACCSCAG 50 nmol
BR GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT 50 nmol
CF ARCGAGGKGCCCKCCCGGCGA 50 nmol
CR GGAGATRGGGAAGGCTCCCCACT 50 nmol

AS1F AGCCGCGCCKGGASGAGGGTC 50 nmol
AS4R TGTGGGAGGCCAGCCCGGGAGA 50 nmol
BnewF GCAGGCGGGGGCGCAGGACC 50 nmol
BS4R GGAGATGGGGAAGGCTCCCCACT 50 nmol
CS1F GGAGCCGCGCAGGGAGGWGGGTC 50 nmol
CS7R GGCTCCCCACTGCCCYTGGTAC 50 nmol
AS2R GGCCCGTCCGTGGGGGATGAG 50 nmol
AS5F CTACGTGGACGACACGCAGTT 50 nmol
AS6F ACAGTCTCCGGGTCCGAGAT 50 nmol
AS7R TTTGGCCTMAACYSAAAATGAAAC 50 nmol
AS8R TTCCCGTTCTCCAGGTRTCTGC 50 nmol
BS1F GGAGCCGCGCCGGGAGGAGGGTC 50 nmol
BS2R GGATGGGGAGTCGTGACCT 50 nmol
BS3F ACKGKGCTGACCGCGGGG 50 nmol
BS11R CGGGGTCACTCACCGKCCTC 50 nmol
BS12F GGSCKGGGCCAGGGTCTCAC 50 nmol
BS13R ACTGCCCCTGGTACCMGCGC 50 nmol
CS7R GGCTCCCCACTGCCCYTGGTAC 50 nmol
CS8F CGGGTCTCAGCCMCTCCTC 50 nmol
CS9R TGGATCTCAGACSGGGAGACT 50 nmol
CS10F GGGCTGACCRCGGGGGCG 50 nmol
CS11F CGGGGCCAGGKTCTCACAYC 50 nmol
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