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RESUMEN

Introduccién. El tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha reducido de
manera significativa la morbilidad y mortalidad para millones de pacientes que viven con el
VIH/SIDA. Sin embargo, las mutaciones generadas por las proteinas reverso-transcriptasa
(RT) del virus y la enzima de edicion del ARN mensajero: apolipoproteina B (APOBEC) de
la célula hospedera, son responsables de la evasion del sistema inmune intrinseco y de la
falla al tratamiento antirretroviral. El estudio de las mutaciones del VIH asociadas con la
resistencia a los antirretrovirales se ha enfocado principalmente en el gen de la polimerasa
(pol) que codifica para las enzimas virales proteasa, reverso-transcriptasa e integrasa, que
son esenciales para la formacién y la replicacion del VIH. Sin embargo, el estudio de las
mutaciones de los genes virales accesorios como vif, nef, vpr y vpu que son de gran
importancia para la evasion de las restricciones celulares a patdégenos intracelulares y de
los genes fat y rev que regulan las primeras etapas de la transcripcion y la traduccion de
las proteinas virales, es limitado con respecto a su diversidad gendmica en los pacientes

con y sin tratamiento antirretroviral.

Objetivo. Determinar la diversidad de los genes accesorios vif, nef, vpr 'y vpu, y de los
genes reguladores tat y rev del provirus del VIH-1, bajo la presion selectiva de los farmacos
antirretrovirales, en pacientes con y sin falla al TARGA, asi como en pacientes sin

tratamiento.

Metodologia. Se realiz6 la determinacion cuantitativa del VIH integrado en el genoma del
hospedero (provirus) por qPCR a partir de las PBMCs de los 3 grupos de pacientes
infectados con VIH: 24 pacientes sin TARGA, 38 pacientes sin falla al TARGA y 7 pacientes
con falla al TARGA. Las secuencias provirales de los 4 genes accesorios Vvif, nef, vpry vpu
y de los 2 genes reguladores tat y rev se obtuvieron por la técnica de Sanger. Se utilizaron
los programas MEGA, SimPlot v3.5.1, Statgraphic v15, Muscle y ViPR, para el analisis
filogenético comparativo de las secuencias de los 6 genes virales entre los grupos de
estudio. Para el analisis filogenético de cada gen, se realiz6 el analisis de la diversidad y
del polimorfismo de los dominios funcionales, asi como la diversidad promedio del conjunto

y la distancia gendémica. Las secuencias de los genes vif, nef, vpr, vpu, taty rev de los
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pacientes sin tratamiento se registraron en la base de datos de secuencias genéticas de los
Institutos Nacionales de Salud de los EUA (NIH) GenBank.

Resultados. Se obtuvieron 184 secuencias provirales de los genes accesorios y
reguladores de 24 pacientes sin tratamiento antirretroviral. No fue posible obtener las
secuencias de los mismos genes de los pacientes con tratamiento, por lo que se optd por
utilizar secuencias previamente reportadas en la base de datos de GenBank para el analisis
comparativo entre el grupo de pacientes con y sin tratamiento. Donde se encontrd un
tendencia a agruparse de ambos grupos en los arboles filogenéticos, una mayor similitud a
la secuencia de referencia (HXB2), asi como un mayor polimorfismo en los pacientes sin
tratamiento con respecto a los pacientes con tratamiento; con la excepcion del gen rev que
mostré una diferencia filogenética, una disimilitud y un polimorfismo mayor y significativo en

pacientes con tratamiento.

Conclusiones. Este trabajo aporta informacion sobre la diversidad de los genes accesorios
y reguladores del VIH en pacientes con y sin tratamiento antirretroviral. Estos pacientes
presentaron caracteristicas clinicas (CV, CPV y CD4) que concuerdan con lo reportado por
otros autores, lo que puede significar que existe una correlacién de la CPV y la probabilidad
para amplificar y secuenciar partes del genoma viral. Existe una dispersién (variabilidad) de
los taxa en el grupo de los pacientes sin tratamiento. El analisis de variabilidad concuerda
con investigaciones previas donde se demuestra que los pacientes con tratamiento tienen
una baja diversidad en el genoma proviral, con excepcion del gen rev, ya que este gen
presentd, en pacientes con tratamiento, un agrupamiento filogenético, una disimilitud y
polimorfismo que es estadisticamente diferente a los pacientes sin tratamiento por lo que
tiene que ser corroborado con estudios subsecuentes. En este estudio se realizé por
primera vez un analisis comparativo de la diversidad de los genes accesorios y reguladores

del VIH en pacientes mexicanos sin tratamiento antirretroviral
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INTRODUCCION

Hasta el 2020 aproximadamente 37.6 millones de personas en el mundo vivian con el Virus
de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y 690,000 personas habian fallecido por causa de
enfermedades relacionadas con el Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA) en ese
mismo ano. A nivel mundial, 27.4 millones tienen acceso a la terapia antirretroviral, lo que
representa el 73% del total de la poblacion infectada con el virus (ONUSIDA, 2021; Ritchie,
2018) . En nuestro pais desde 1983 y hasta el primer trimestre del 2021 se han
diagnosticado a 318,000 personas con VIH, de los cuales 110,489 (34.73%) han fallecido y
191,462 (60.19%) siguen vivos (Ceballos, 2021). De los pacientes vivos, hasta el primer
trimestre del 2021, 112,497 pacientes (58.7%) reciben tratamiento antirretroviral (C. G.
Gonzalez, Ruiz, G.P., Martinez, T.L., Santana, M.P., Ortiz, R.O., Manuel, C.J., Alejandre,
V.A., 2021)

El VIH es el agente causante del SIDA (Fig. 1) y pertenece a la familia de los Retroviridae,
del género Lentivirus (ICTV, 2020). Existen dos tipos de VIH, el tipo 1 (VIH-1) que hace
referencia a los virus genéticamente relacionados encontrados en varios regiones de Africa,
Asia, Europa y del continente americano, y el tipo 2 (VIH-2) que prevalece en varios paises
del oeste de Africa. Se han descrito 4 grupos filogenéticos principales del VIH-1: Main (M),
Outlier (O), No-M (N) y el mas reciente: el grupo P y cada uno de estos grupos se origind a
partir de una transmision independiente entre especies de primates no humanos y humanos
(Sharp PM, Hahn BH. (2011). Origins of HIV and the AIDS pandemic. Cold Spring Harb
Perspect Med. 1(1):a006841. doi: 10.1101/cshperspect.a006841). Los virus del grupo M se
subcategorizan en 9 subtipos distintos: A-D, F-H, J y K y en numerosas formas
recombinantes (CRFs, por sus siglas en inglés Circular Recombinant Forms). La distancia
genética en un mismo suptipo viral puede variar entre un 15 y 20%, mientras que las
distancias genéticas entre los diferentes subtipos varian entre un 25 a 35% (Hemelaar J,
Gouws E, Ghys PD, Osmanov S. (2006). Global and regional distribution of HIV-1 genetic
subtypes and recombinants in. AIDS. 20:W13-W23.). El VIH-1 subtipo C es el que prevalece
a nivel mundial con mas del 50% de los casos. En México el subtipo prevalente es el B
(Bbosa y col. , 2019).
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El VIH es un virus envuelto de aproximadamente 100 nm de diametro (Fig. 1) que tiene dos
formas genomicas diferentes. En la fase extracelular, el virus tiene un genoma compuesto
por dos copias idénticas de cadenas sencillas de ARN de polaridad positiva, forma a la que
se le llama viridn; mientras que en la fase intracelular presenta una doble cadena de ADN
integrada dentro del genoma celular con repeticiones terminales largas (Long Terminal
Repeats [LTR]) que flanquean a los genes virales, a esta forma se le llama provirus. Las

dos formas tienen un genoma de aproximadamente 9,700 pares de bases (Fig. 2).

El genoma del VIH contiene 9 genes que codifican para 15 proteinas virales distintas y se
clasifican en genes estructurales, reguladores y accesorios. Los genes estructurales son:
gag, que codifica para los precursores de las proteinas de la capside, el gen pol que codifica
para los precursores de las enzimas virales como proteasa (PR), la retrotranscriptasa (RT),
RNasa H y la integrasa (IN) y el gen env que codifica para los precursores de las
glicoproteinas de la envoltura. Los genes reguladores tat (transactivador transcripcional) y
rev (regulador de la expresion viral), codifican para las proteinas esenciales para la
replicacion viral. Los genes accesorios Vvif, vpr, vpu y nef codifican para proteinas que no
son esenciales para la replicacion del virus en ciertos tejidos o células en cultivo, aunque
tienen una funcién relevante en la patogenia de la enfermedad, como se describe mas

adelante.

El VIH inicia su ciclo de patogénesis a través de la interaccion de la envoltura viral con su
célula blanco mediante el receptor principal CD4+ (Chun y col. , 1997) y los correceptores
CCR5/CXCRA4, lo que permite fusionar su envoltura con la membrana celular como via para
la insercidn de la nucleocapside viral al citosol, donde se lleva a cabo la reverso
transcripcion del ARN a ADN viral por medio de la enzima reverso-transcriptasa (RT) y se
constituye el complejo de pre-integracion (PIC) el cual sera transportado al nucleo celular
(Liy col., 2021; Mdller y col. , 2021). Una vez insertado en el nucleo, el material genético
viral se integra al ADN celular para formar al provirus (ADN viral integrado) (Engelman y
Cherepanov, 2012). Una vez que el virus se encuentra integrado en su célula blanco y
dependiendo del ciclo en el que se encuentre la célula, el virus puede dirigirse a una de dos

opciones: propagarse o mantenerse en un estado de latencia (Fig. 3).
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Figura 1. Modelo grafico del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) donde se muestra

una version del virus inmaduro y maduro. Tomado y traducido de (Hulo y col. , 2011) .
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Figura 2. Modelo grafico del genoma del VIH, donde se muestra la transcripcion de los
genes estructurales (gag, pol y env), de los genes accesorios (vpr, vif, vpu y nef) y de los
genes reguladores (tat y rev). Se indican las sub-regiones de gag (MA —Anclaje de
Membrana-, CA -Capside- y NC —Nucleocapside-), de pol (PR-Proteasa-, RT-Reverso
Transcriptasa- y IN-Integrasa-) y de env (SU-Superficie- y TM-Transmembranal-). Tomado
y traducido de (Hulo y col. , 2011).
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Latencia viral

La latencia viral se debe principalmente a la inhabilitacién de las proteinas involucradas en
la replicacion viral NF-k B 'y NFAT en el citoplasma y p-TEFb en el nucleo, impidiendo la
propagacion del virus y como consecuencia el establecimiento de la latencia viral (Karn,
2011; Melkova y col. , 2017; Perkins y col. , 1993; Wei y col. , 1998). De igual forma, se ha
demostrado que la latencia viral puede producirse mediante vias que son intrinsecas al
funcionamiento celular, como son la metilacion y/o acetilacion del ADN (Ruelas y Greene,
2013) y a la interferencia transcripcional (Coiras y col. , 2009; Richman y col. , 2009). Varios
estudios indican la participacion de factores virales y de la célula hospedera en el

establecimiento y el mantenimiento de la latencia proviral.

Se ha descrito que la latencia viral es propia de todos los retrovirus (Fig. 3), se establece
desde los primeros dias de la infeccion como consecuencia de las diversas interacciones
entre el virus y el hospedero y tiene un origen multifactorial.(Chun y col. , 1998). El
fendmeno de latencia, tiene como consecuencia el establecimiento del reservorio viral
(Eisele & Siliciano, 2012) que puede presentar una actividad transcripcional de baja a nula
(“latencia profunda”), o alta (“reservorio activo”) (Cohn y col. , 2020). Una vez establecido
el reservorio y sin la presencia de los antirretrovirales, el VIH se propaga mediante
mecanismos y estrategias que facilitan la evasion del sistema inmune innato y adaptativo
(Kirchhoff, 2010), esto es lo que se conoce como escape virolégico (EV) (Klenermany col.
, 2000).

Proteinas reguladoras Tat y Rev en los procesos de propagacion viral

El VIH proviral controla la expresion de sus genes a partir de dos proteinas Tat
(transactivador de la transcripcion viral) y Rev (regulador de la expresion de los genes
virales) (Fig. 2) que funcionan como proteinas reguladoras, al ser las responsables de la
activacion de la transcripcion y del transporte al reticulo endoplasmico del material genético
del virus, respectivamente (Fig. 3). Para la proteina trans-activadora o Tat, se conocen dos
isoformas o conférmeros: la forma menor Tat-1 de 72 aminoacidos y la forma mayor o Tat-

2 de 86 aminoacidos que constituyen una proteina de 14kDa (UniProtKB, 2021). Esta
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proteina se encuentra mayoritariamente en el nucleo de la célula hospedera, donde lleva a
cabo su funcidén, que inicia con la unién al elemento TAR, un oligonucledétido de RNA, para
activar el inicio de la transcripcion y la elongacion del RNA viral a partir de la region
promotora LTR del genoma proviral. También se le ha relacionado con la regulacién de
genes de la célula hospedera, teniendo un papel importante en la progresion a SIDA y del
desarrollo de patologias intrinsecas a esta enfermedad, interfiriendo con los procesos
celulares de proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Ambrosino y col. , 2002; Foley y col.
, 2018; Seelamgari y col. , 2004).

La proteina reguladora, Rev (Gallo y col. , 1988), es una fosfoproteina de 116 aminoacidos
y aproximadamente 13 kDa, que tiene la capacidad de oligomerizarse y con ello, unirse a
la region RRE (elemento de respuesta a Rev de ~350 nucleotidos) del RNAm viral, con el
fin de transportar a éste afuera del nucleo (Rausch y Grice, 2015) y asi iniciar el proceso de

traduccion (Fig. 3).
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Las proteinas accesorias del VIH-1 y su funcién en los procesos de
evasion de la restriccidn celular.

Vif

Como parte de la respuesta inmune para contrarrestar al VIH, la célula hospedera posee
proteinas que actuan como factores de restriccion, aunque el virus es capaz de evadir el
efecto de estas proteinas por diversos mecanismos (Simon y col. , 2015). Uno de estos

factores de restriccion celulares, son las proteinas APOBEC3G y 3F (A3F/G) que es una

familia de proteinas que funcionan como deaminasa de citidina, la cual introduce un alto

numero de mutaciones transicionales del nucleétido citocina (C4HsN3O, - ) a uracilo

NH

(CaHaN202, %‘\n) a todo lo largo del genoma viral, haciéndolo inviable. Para contrarrestar este
efecto, la proteina viral Vif o factor de infectividad (Fig. 2) es una fosfoproteina de 23
kDa (Fisher y col. , 1987) que inhibe a APOBEC (Fig. 3) por dos vias diferentes: i)
degradacion via proteosoma por medio de la ubiquitinacion vy ii) inhibiendo la traduccién del
gen de A3F/G al interactuar con la region UTR 5 del RNAm (Hope y col. , 2018). Otra de
las funciones en las cuales Vif tiene un papel importante, es en el reforzamiento de la
estabilidad del core del virus, con lo cual previene una degradacion prematura en el proceso
de ingreso de la particula viral a su célula hospedera (Jager, Cimermancic, y col. , 2011;
Jager, Kim, y col. , 2011; Leitner, 2003; Seelamgari y col. , 2004; Sheehy y col. , 2002;
Suspene y col. , 2006).

Vpr

Otro factor de restriccion, es la proteina SAMHD1 que pertenece a la familia de las
nucleasas y fosfohidrolasas, que degradan a los dNTP’s celulares e inhiben la sintesis de
la nueva cadena de ADN realizada por la RT viral. SAMHD1 es neutralizado por |la proteina
viral R (Vpr) del VIH (Fig. 2), induciendo su degradacion por la via del proteosoma (Aravind
y Koonin, 1998; Laguette y col. , 2011; Lahouassa y col. , 2012). Vpr esta conformada por
96 aminoacidos (14kDa), se encuentra incorporada al viribn maduro (Fig. 1) y se localiza
en el nucleo de la célula hospedera y se ha demostrado también que presenta otras

funciones en la regulacion de la célula hospedera como: i) en la reduccion de la
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ubiquitinacién del total de las proteinas (Arora y col. , 2014), ii) la importacion al nucleo del
complejo de pre-integracion viral desde el citosol, iii) con la unién a DCAF-1 (DNA binding
protein-1 and Cullin-4a-associated factor-1) (Le Rouzic y col. , 2007), promueve el arresto
en la etapa G2 del ciclo celular de la célula hospedera, iv) en la funcién de la mitocondria
con la interaccion de las especies reactivas de oxigeno, v) en el metabolismo de la glucosa,
vi) en la transcripcidn celular y vii) en el metabolismo del ADN (Foley y col. , 2018; Gonzalez,
2017; Kogan y Rappaport, 2011) . La mayoria de estas funciones, las realiza en la etapa
inicial del ciclo de infeccion, al integrarse al nuevo viridn mediante su oligomerizacion
(Venkatachari y col. , 2010).

Vpu

La Teterina (BST-2) es una proteina intracelular que funciona como un sensor de infeccién
viral y de “captura” o anclaje molecular de la particula viral en la regién del citosol de la
membrana celular, evitando la liberacion del viridn. Sin embargo, la BST-2 es contrarrestada
por la proteina viral U (Vpu) (Fig.2) (S. J. Neil y col. , 2008; Van Damme y col. , 2008), que
es especifica para el VIH-1 y para el SIVcpz (Virus de Inmunodeficiencia Simia). Es una
fosfoproteina de 16 Kd (81 aminoacidos) que posee un anclaje mitad hidrofébico N-terminal
y mitad hidrofilico, que le permite integrarse a las membranas celulares, principalmente en
el reticulo endoplasmico y en la membrana celular, en donde realiza sus dos funciones
conocidas: i) en el reticulo endoplasmico es fosforilada por la casein cinasa Il en la posicion
Ser52 y Ser56 con lo cual media la degradacion de la proteina CD4 (Fig. 3) (Paul y Jabbair,
1997) y ii) en la membrana citoplasmatica, se une a BST-2, para que ésta sea degradada
por la via del proteosoma (Leitner, 2003; S. J. D. Neil y col. , 2008; Venkatesh y Bieniasz,
2013). Vpu participa también en el proceso de liberacion de los viriones de la célula

infectada.

Nef

Simultaneamente con Tat y Rev, se lleva a cabo la transcripcion de la proteina accesoria
Nef (Factor negativo) (Basmaciogullari y Pizzato, 2014). Nef es una fosfoproteina
constituida por aproximadamente 207 aminoacidos y con un peso de 27 kDa que se expresa
como un transcrito temprano durante el ciclo de replicacion viral (Fig. 2). Es un proteina

que lleva incorporada, en el extremo amino (NHs3) terminal, un grupo miristilo
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(CH3(CH2)12COOH - 4cido graso saturado) (Facklery col. , 1997), que permite la interaccién
con lipidos y proteinas membranales involucradas en el trafico de sefiales hacia el interior
de la célula hospedera (endosomas) o hacia el exterior de ésta (exosomas). Este proceso
lo realiza a partir del secuestro de la maquinaria vesicular celular, principalmente por la via
post-traduccional, interfiriendo con el transporte de la carga proteica en la via endocitica,
asi como en via secretora terminal (p. ej. red trans-Golgi, sistema endo-lisosomal y en la
membrana plasmatica) (Pereira y daSilva, 2016). Debido a su habilidad para interferir con
la maquinaria del trafico celular, se ha demostrado que Nef es capaz de perturbar a todo el
sistema de senalamiento intracelular (Basmaciogullari & Pizzato, 2014; Foley et al., 2018).
Se ha reportado que Nef interacciona con aproximadamente 80 proteinas diferentes de la
célula hospedera (CD4+) (Jager, Cimermancic, y col. , 2011), entre las mas estudiadas son
el MHC-I (Major Histocompatibility Complex-1) y CD4, que son regulados a la baja por Nef
(Fig. 3). Es probable que Nef tenga un papel relevante en la apoptosis celular y en el

aumento de la infectividad del virus.

El receptor membranal CD4 es regulado a la baja por Nef con el propésito de prevenir la
re-infeccion de la célula (R. E. Benson y col. , 1993) y asi facilitar la salida de la progenie
viral, evitando la interaccion de la proteina de la envoltura viral gp120 con el CD4 de la
membrana celular (Ross y col. , 1999). De igual forma el MHC-I se regula a la baja con el
fin de evitar que las células T-citotoxicas provoquen la muerte de la célula infectada
(Wonderlich y col. , 2011).

Nuevos factores de restriccion celular

Mas recientemente, se han descrito otros factores proteicos que se han relacionado con la
restriccion o la supresion viral intracelular: como la SERINCS (Trautz y col. , 2017) , la ABIN1
(Chen y col. , 2017), el interferon epsilon (Garcia-Minambres y col. , 2017), la proteina
TRIMS5a la cual induce la degradacion de las poliproteinas de la nucleocapside viral,
reduciendo con ello, la formacién de nuevas particulas virales (Ozato y col. , 2008), la SUN2
(Donahue y col. , 2016) y el proceso de autofagia (Sagnier y col. , 2015). Hasta ahora se
desconoce el mecanismo por el cual el VIH evade a estos factores de restriccion celular

recientemente descritos.
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Antirretrovirales y reservorio viral

Como parte de las estrategias que se utilizan para evitar la progresion de la enfermedad
que causa el VIH, se han desarrollado farmacos antirretrovirales que actuan en las
diferentes etapas de la patogénesis viral. Esta terapia se compone actualmente de 24
diferentes farmacos que se agrupan en cinco principales categorias: i) analogos
nucleosidos, los cuales carecen del grupo hidroxilo-3’, por lo que se bloquea la
incorporacion de nuevos dNTPs y se inhibe la sintesis del ADN viral; ii) analogos no
nucledsidos, los cuales inducen en la reverso-transcriptasa (RT) una region hendida
hidrofdbica cercana al sito activo, que reduce en gran medida su actividad; iii) inhibidores
de proteasa que bloquean el sitio activo de la proteasa viral; iv) inhibidores de integracion,
que inhiben la transferencia del ADN viral a la cromatina del hospedero y v) inhibidores de
entrada, con dos principales blancos moleculares para evitar la fusién de las membranas
viral y celular: a) la glicoproteina transmembranal de la envoltura gp41 y b) el epitope
hipervariable V3 de la glicoproteina de la envoltura gp120 que se une al receptor de
quimiocinas CCRS5 de la célula hospedera (Arts & Hazuda, 2012) (Fig. 4).

El uso de los farmacos cambi6 radicalmente la historia natural de la infeccion por el VIH al
generar una reduccion significativa de la viremia o carga viral (CV) en el plasma a niveles
indetectables y como consecuencia, la restauracién parcial del sistema inmune (Palmisano
y Vella, 2011), dando como resultado la disminucion de la morbilidad, mortalidad y la
transmision de la infeccion a individuos susceptibles o expuestos a la infeccion (Castilla y
col. , 2005; Murphy y col. , 2001).

Cuando se consideraba que la TARGA (Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad)
(Cancer, 2021) era capaz de “curar” la infeccidn por el VIH (Perelson et al., 1997), se
descubrié que al interrumpir el tratamiento, la CV se volvia detectable debido a la existencia

de lo que hoy definimos como reservorios virales (Finzi y col. , 1997).

Este reservorio es precedido por una fuerte respuesta inmunoldgica, conocida como
infeccion aguda (Chun y col. , 1997; Finzi y col. , 1997). El reservorio viral se caracteriza
por tener una vida media larga, un recambio celular bajo, por no ser susceptible a la accion

de las drogas antirretrovirales (ART) y por no ser detectado por el sistema inmune (Pierson
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y col. , 2000). La mayor parte del reservorio viral se localiza en las subpoblaciones de las
células T CD4+ de memoria central (Tcm) y de memoria transitoria (Ttvm) (Chomont y col.
2009; Chun y col. , 1997). Estas subpoblaciones linfocitarias se han relacionado con la
detectabilidad transitoria del virus (blips), que son viremias persistentes con un numero de
copias bajo, que repueblan al reservorio y en su conjunto son el origen de la detectabilidad
o “rebote” virologico una vez suspendido el TARGA (Chomont y col. , 2009; Mzingwane y
Tiemessen, 2017; Pace y col. , 2011). Por lo tanto, es indispensable mantener un apego

estricto y de por vida al TARGA para controlar la infeccién por VIH.

La determinacién del reservorio viral se mide como Carga Proviral (CPV) por diferentes
técnicas moleculares, que valoran cuantitativamente la cantidad en copias de una parte del
genoma del VIH integrado en la célula hospedera (Graf y O'Doherty, 2013). El TARGA tiene
dos grandes limitaciones: i) no impide el establecimiento del reservorio viral aunque los
antirretrovirales se administren de forma temprana (Chun et al., 1998) y ii) no alcanza la
concentracion suficiente para inhibir completamente la replicacion del virus en los sitios
“santuarios”, como los nodulos linfaticos y el cerebro y en consecuencia, la probable
produccion de cepas resistentes al tratamiento administrado (Lorenzo-Redondo y col. ,
2016; McGee y col. , 2006).
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Figura 4 Grupos de farmacos antirretrovirales para el VIH y sus principales blancos de
accion en el ciclo de patogénesis del virus. Tomado y traducido de (Hulo y col. , 2011).

Las mutaciones como el principal motor de la diversificaciéon y la
adaptacion viral

La principal via que utiliza el virus para evadir la accion de los farmacos, son las mutaciones
que surgen por la enzima RT al generar una alta tasa de mutaciones debido a que carece
de la funcion de correccion de error (proofreading). Esta enzima tiene un rango de error de
aproximadamente 3 x 10 por cada nucledtido que incorpora a la nueva hebra que se esta
elongando dando origen a la existencia de una mutacion por cada 1,000-10,000 nucledétidos

incorporados (Arts y Hazuda, 2012; Bailey y col. , 2004).
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Otro factor importante que incide en la variabilidad del virus proviene del mismo hospedero,
a través de la proteina APOBEC3G que genera mutaciones a lo largo del genoma viral,
como una estrategia de restriccion viral. Paradodjicamente, contribuye a la diversidad del
virus de tal forma que se generan variantes resistentes que pueden inducir el escape
virolégico (Fourati y col. , 2014; Russell y col. , 2009; Sadler y col. , 2010). Mas
recientemente, se ha demostrado que APOBEC3G, mas que la RT del virus, es la proteina
que tiene el papel principal en la generacién de la diversidad viral, al ser la responsable del
98% de la mutaciones que se producen in vivo en comparacion con el 2% de la RT (Cuevas
y col., 2015).

Una de las consecuencias del surgimiento de las mutaciones en el genoma viral es el
incremento de la CV y por consecuencia, del escape virolégico. Este incremento esta
asociado con la falta de apego al tratamiento por parte del paciente, la toxicidad del farmaco,
la dosificacion sub-6ptima de los antirretrovirales, las mutaciones asociadas con resistencia
a los antirretrovirales, la respuesta inmunoldgica limitada del hospedero y de manera
importante, con la diversidad gendmica que tiene el virus. Estos factores hacen que la falla
al tratamiento antirretroviral sea un fendbmeno muy complejo (Gulick, 2004) que contribuye
a la diversificacion del genoma viral, favoreciendo a las subpoblaciones virales con
capacidad de evadir al sistema inmune y al tratamiento (Kepler y Perelson, 1998; Tang y

Shafer, 2012), dandole al virus una ventaja adaptativa.

El surgimiento de nuevas variantes o subpoblaciones virales tiene un papel preponderante
en la tasa de replicacion viral, acompafiada de un intercambio muy rapido de nuevos
viriones, dando lugar a procesos de recombinacion, insercidn y delecion (indels) en el
genoma viral que son relativamente grandes y en su conjunto, son una fuente de
adaptabilidad del virus al hospedero y constituyen un repositorio dinamico de variantes
genotipicas y fenotipicas. Esta gran diversidad también es el resultado de factores como la
compartimentalizacion, el establecimiento de la latencia y por ende el de los reservorios,
que producen subpoblaciones virales radicalmente divergentes (Domingo y col. , 2012;
Korber y col. , 2001).
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Diversidad y evolucién viral

Desde el punto de vista evolutivo, la respuesta inmunoldgica (intrinseca, innata y adquirida)
y la accion que los farmacos ejercen sobre el virus, inducen una presion selectiva positiva
donde el numero de las variantes virales aumenta con el tiempo y tienden a fijarse en la

mayoria de la poblacién (Price y col. , 1997; Wagner, 2002).

En 1999 se identificaron regiones en el genoma del VIH que estan bajo una fuerte presiéon
selectiva que favorece la diversificacion y evolucion del virus que causan el escape de éste
a las restricciones inmunolégicas que enfrenta en el hospedero, incluso en los pacientes
con TARGA (Gunthard y col. , 1999; Martinez y col. , 1999).

La falla al tratamiento antirretroviral tiene un origen multifactorial, por lo que se ha estudiado
desde diferentes enfoques y uno de éstos es el de la evolucion viral. En 2009 Hong y col.
estudiaron de forma retrospectiva a siete pacientes que fallaron al TARGA, durante 96
semanas en donde clonaron y secuenciaron de forma parcial el gen pol del VIH, realizando
un analisis filogenético con el que concluyeron que la poblacién viral de estos pacientes
tenia un cambio dinamico y se agrupaba de una manera dependiente del tiempo, mientras

que la diversidad disminuia de forma consistente (S. Hong y col. , 2009).

En 2010 Fourati y col. evaluaron a 96 pacientes sin falla y a 65 con falla al tratamiento. En
esta investigacion, se analizé al gen de la proteasa, la reversotranscriptasa y vif, y se
concluy6é que los pacientes que fallaban a tratamiento, presentaban mutaciones en vif
(K22H) que impedian inactivar eficientemente a la proteina APOBECS3. Se observé que al
aumentar el numero de mutaciones en vif, aumentaba el numero de mutaciones asociadas
con la resistencia al TARGA (Fourati y col. , 2010). En 2017 Ouyang y col. compararon a
25 pacientes sin falla contra 20 con falla al TARGA, estudiando el gen env y la accion de
los anticuerpos neutralizantes del hospedero. En este trabajo concluyeron que el escape
del VIH a la accion de los anticuerpos anti-env, puede tener un papel importante en la falla

al TARGA en los pacientes con tratamiento de largo plazo (Ouyangy col. , 2017).

Diversidad y tratamiento antiretroviral

Aunque los mecanismos de diversificacion del VIH han sido ampliamente estudiados en los

modelos celulares in vitro, los datos in vivo son muy escasos. Recientemente mas grupos
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se han dedicado a estudiar los mecanismos que influyen en la diversidad viral in vivo
(Redmond P. Smyth y Negroni, 2016).

En los estudios sobre la diversificacion viral en pacientes con un abatimiento eficiente de la
CV debido a la TARGA, se ha comprobado que en los reservorios existen viriones que son
considerados inviables, debido a multiples mutaciones a lo largo del genoma proviral (Ho y
col. , 2013). Sin embargo, existen virus intactos en los reservorios que presentan cambios
minimos en su genoma, en comparacion con los provirus provenientes de pacientes sin
tratamiento (Dampier y col. , 2016; Lee y col. , 2019; van Zyl y col. , 2018). Esta reducida
diversidad observada en los provirus de pacientes con tratamiento se debe principalmente:
i) al control de la infeccidn viral por accién de los antirretrovirales, ii) a la falta de exposicién
a los factores de restriccion celular, iii) a los mecanismos de mutagénesis de la RT, iv) a la
accion de APOBEC y v) a los procesos de recombinacién que se llevan a cabo
exclusivamente en las etapas de su ciclo de replicacion (Redmond P Smyth y col. , 2012),
Ademas el unico medio de propagacion de las variantes virales es por medio de la
expansion clonal (Simonetti y col. , 2016), en diferentes 6érganos y tejidos, conocidos como
compartimentos (R. L. Miller y col. , 2019). En contraste, las secuencias de los provirus
provenientes de pacientes sin tratamiento, presentan una gran diversidad genomica, debido
a que estan sometidas a todos los factores celulares y virales anteriormente descritos (de

Azevedo y col. , 2017; Jung y col. , 2002; Meyerhans y col. , 2003).
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Justificacion

Actualmente la gran mayoria de los estudios sobre la diversidad gendmica del VIH se han
enfocado en tres proteinas virales codificadas por el gen pol: proteasa, reversotranscriptasa
e integrasa que estan involucradas directamente con la resistencia al TARGA (Fig. 2y 4)
(A. Kumar y Jadhav, 2011; Rojas Sanchez y Holguin, 2014). Existen pocos estudios que
correlacionen la variabilidad de los genes accesorios y reguladores del VIH con el
tratamiento (S. Saurya y col. , 2002; Shreesh Saurya y col. , 2005), fendmeno conocido
también como epistasis que se define como la desviacion estadisticamente significativa a
partir de una combinacién aditiva de mutaciones en dos genes diferentes y sus efectos en
el fenotipo (Phillips, 2008).

El estudio de la diversidad de los genes accesorios y reguladores del VIH y su relacion con
el TARGA, tiene una gran relevancia debido al papel que tienen en el establecimiento del
reservorio, en su capacidad de controlar la maquinaria celular de restriccion viral y en la
propagacion no clonal de este virus. La descripcion y analisis gendmico de estos genes en
pacientes con y sin tratamiento nos da informacion acerca del impacto que puede tener el
TARGA en el control de la infeccién asi como en la inhibicion, el establecimiento y el
tamano del reservorio viral (Gonzalez, 2017; Macpherson y col. , 2005; Michienzi y col. ,
2003; R. H. Miller y Sarver, 1997).

Este trabajo pretende averiguar la diversidad en los genes accesorios y regulatorios a partir
de muestras de pacientes con tratamiento y sin tratamiento, con el objetivo de aportar
informacion sobre el papel que tiene el TARGA en la diversidad gendmica del VIH en genes

que no son su principal blanco de accion inhibitoria.
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Hipétesis
Bajo la presion selectiva de los farmacos antirretrovirales, la diversidad de los genes

accesorios y reguladores del VIH en pacientes con TARGA sera menor en comparacion

con los pacientes sin tratamiento o con falla a éste.

Objetivo General

Determinar la diversidad de los genes accesorios (vif, nef, vpry vpu) y reguladores (tat y
rev) del provirus del VIH, bajo la presion selectiva de los farmacos antirretrovirales, en

pacientes con y sin falla al TARGA, asi como en pacientes sin tratamiento.

Objetivos especificos

1. Determinar cuantitativamente el reservorio viral (carga proviral) y de las particulas
virales circulantes (carga viral), en pacientes con y sin falla al TARGA, asi como en
pacientes sin tratamiento.

2. Amplificar, secuenciar y analizar los genes accesorios y reguladores del provirus del
VIH en pacientes con y sin falla al TARGA, asi como en pacientes sin tratamiento.

3. Analizar la diversidad de los genes accesorios (vif, nef, vpry vpu) y reguladores (tat
y rev) del provirus del VIH en presencia o ausencia del TARGA, mediante analisis

bioinformatico.
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Materiales y Métodos:

En este estudio se incluyeron a 38 pacientes con VIH bajo los siguientes criterios de
inclusion: i) que estén con tratamiento antirretroviral, y ii) que no hayan tenido una
determinacion de carga viral detectable en plasma en los ultimos 5 afos; asi mismo se
incluyeron 7 pacientes con falla, bajo los siguientes criterios de inclusién: i) que estén con
tratamiento antirretroviral y ii) que en su ultima determinacion de CV hayan tenido
detectabilidad. Los criterios de exclusion son los que no cumplan los anteriores criterios

para ambos grupos. .

Se tomaron 32 ml de sangre periférica en tubos con anticoagulante EDTA (Kz2). Se separo
el plasma de la fraccion celular y se almacend a -70°C. Se procedié a la separacién de las
células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por medio de la técnica de gradiente
densidad con una solucion de diatrizoato de sodio-polisacarosa (Lymphoprep, Axis-Shiel,
Norway). Las CMSP se contaron de forma automatica con el equipo Countess (Invitrogen,
USA) y se congelaron 10x108 células en un mililitro de medio de congelacién (10% DMSO
+ 90% SFB) a -70°C para su uso posterior.

Para realizar el analisis comparativo se utilizaron muestras almacenadas de CMSP de
pacientes que no habian recibido tratamiento antirretroviral. Estas muestras fueron

recolectadas y almacenadas a -70°C entre los afios de 1999 y 2005.

Se realiz6 la separacion del ADN gendmico total de las CMSP por medio del estuche
comercial Q/Aamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se cuantificd la pureza y la concentracion del ADN por espectrofotometria con

el equipo NanoDrop ONE (Invitrogen, USA).

Como un control de amplificacion, secuenciacion y determinacion cuantitativa de la carga
proviral, se utilizd a la linea celular 8E5, que es derivada de linfoblastos humanos y que

contiene una copia unica del genoma del VIH-1 defectuosa y que no es infecciosa.

Carga proviral y viral

Para la determinacion cuantitativa del VIH integrado al genoma celular (provirus) se utilizé

la técnica de Alu-PCR (Brussel y col. , 2005). Se realizé un primer PCR de punto final, con
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los oligonucledtidos (5 — 3’) Alu1 TCCCAGCTACTGGGGAGGCTGAGG y AluZ2
GCCTCCCAAAGTGCTGGG ATTACAG, con las siguientes condiciones: 95°C durante 2
min, 15 ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 15 sy 68°C por 3:30 s terminando con 68°C por
7 min y 4°C desde 10 min. Posteriormente se realiz6 un PCR en tiempo real (QPCR) con
los oligonucledtidos F8 5-GGCTAACTAGGGAACCCACTG-3,, R8 5'-
GCTAGAGATTTTCCACACTGACTAA-3’ y la Sonda 5'/56-
FAM/CCACAGTCACACAACAGACGGGACA/36TMASP/3’, con las siguientes condiciones:
en una primera etapa de 95°C por 10 min, 50 ciclos de 95°C por 15 s y 60°C por 1 min.
Una alicuota del plasma almacenado se utilizé para la determinacion de la carga viral del
VIH mediante RT-PCR en tiempo real en el sistema automatico ABBOTT que tiene un rango

de deteccion de la carga viral de 40 a 10, 000,000 de copias/ml.
Ampilificacion

Se disefaron 8 oligonucleodtidos a partir del genoma de referencia HXB2 del VIH (K03455-

1) (Fig. 5) como se describe en la tabla 1.
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Figura 5. Esquema del genoma del VIH donde se muestra la posicion de los
oligonucledtidos usados para la amplificacion de los genes accesorios y reguladores del
VIH.
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Tabla 1. Oligonucleétidos disenados para la amplificacién y la secuenciacion de los
genes accesorios y reguladores del VIH.

Longitud
ID Direccion 5 — 3’ del Genes
amplicon
4920 Forward CAGAAATCCACTTTGGAAAGGAC Primera vif
amplificacion vpr
6979 Reverse ATTCCATGTGTACATTGTACTGT de 2058 pb vpu
y el primer
4926 Forward ACCCTTTGGAAAGGACCAGC Segunda exon de
amplificacion tat
6470 Reverse TTGTGGGTTGGGGTCTGTGG 1544 pb rey
7963 Forward TCCTGGCTGTGGAAAGATACC . Segundo
Amplificacion exon de
9687 Reverse GCTAGAGATTTTCCACACTGACTAA de 1724 pb ;‘Z‘t/
8508 Forward TTCAGCTACCACCGCTTGAGAG Amplificacion i
9493 Reverse TATGCAGGATCTGAGGGCTCG de 985 pb

Para la amplificacion y posterior secuenciacion de los genes accesorios y reguladores del
genoma proviral del VIH, se realizé un primer PCR de punto final con los oligonucleétidos
4920 [10 pmol/ul] y 6979 [10 pmol/ul] para amplificar un fragmento de 2058 pb; con una
mezcla de 2.5 pl de Buffer [10X], 0.5 yl de dNTP’s [10 mM], 1 pl de MgSO4 [50mM], 1.25
Ml de Dimetilsulfoxido (DMSO) y 0.2 pl de la enzima Taq HI-FI [SU/pl], en un volumen total
de reaccion de 25 pul. Para este PCR se utilizé un termociclador modelo 9700 de Applied
Biosystem con las siguientes condiciones: 94°C durante 2 minutos, seguidos de 35 ciclos
con los siguientes 3 pasos: i) 94°C por 30 s, ii) 55°C durante 15 s y iii) 68°C durante 1 min,
después de estos ciclos, una elongacion final de 68°C durante 10 min. El producto de PCR
se purificd con el estuche comercial MiniElute Reaction Cleanup Kit (QIAGEN), siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Para el PCR anidado se utilizaron 3 pl del producto purificado del primer PCR, para
amplificar un fragmento de 1544 pb con los oligonucledétidos 4926 [10 pmol/ul] y 6470 [10
pmol/ul], con la siguiente mezcla de reaccién: 2.5 pl de Buffer [10X], 0.5 yl de dNTP’s [10
mM], 1 ul de MgSO4 [50 mM], 1.25 pl de DMSO y 0.2 ul de la enzima Taq HI-FI [5U/ul], en
un volumen total de reaccion de 25 pl. Las condiciones del PCR fueron las siguientes: 94°C

durante 2 min, 35 ciclos con tres pasos: i) 94°C por 30 s, ii) 61°C por 15 s y iii) 68°C por 1
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min con una temperatura final de elongacion de 68°C durante 10 min. Una vez terminada
la reaccién de PCR, se realiz6 la técnica de electroforesis con geles de agarosa al 1%,
tefidos con SYBR Green® (Nucleic Acid Gel Stain, Thermo Fisher). Las muestras que

amplificaron fueron purificadas con el estuche comercial marca MiniElute.

Secuenciacion

Del producto de amplificacion del PCR anidado se utilizaron 40 ng para realizar la reaccion
de secuenciacion por la técnica de Sanger (Sanger y Coulson, 1975). Se prepard una
mezcla de reaccion con 2ul de Buffer [5X], 4 ul de Big Dye (v3.1 de Applied Biosystem),
0.5 pl [10pmol/ ul] del oligonucledtido (sélo uno para cada reaccion), 1 yl de agua ultra-
pura; en un volumen total de 13.5 ul. Se colocd la placa en el termociclador con las
siguientes condiciones: 96°C por 1 min, 25 ciclos con tres temperaturas 96°C por 10s, 56°C
por 5s y 60°C por 4 min. Una vez terminada la etapa del termociclador, se procedi6 a
purificar la reaccion, afadiéndole 80 pl de isopropanol, grado biologia molecular al 80%, se
centrifugo ( Microcentrifuga Eppendorff modelo 5804) a una velocidad de 2250 xg durante
una hora. Se desecho el sobrenadante de la placa, invirtiéndola en papel absorbente para
eliminar el exceso de liquido. Se agregaron 80 ul de etanol al 70% y se centrifugd a una
velocidad de 2250 xg durante 20 min. Para asegurarse de no dejar restos de alcohol en las
muestras, se secdé completamente la placa, centrifugando de forma invertida en papel
absorbente por aproximadamente 15 segundos. Se agregaron 14 ul de formamida de alta
pureza y se centrifugd para retirar burbujas de aire que pudieron haberse formado. La placa
de reaccion se coloco en el detector automatico ABI 3130x/ Genetic Analyzer (Applied
Biosystem) de 16 capilares. Los resultados de las secuencias analizadas se obtuvieron en

forma de electroferogramas, a partir de los cuales se obtuvo la secuencia consenso.

Analisis de datos.

Para el analisis inicial de los electroferogramas y para obtener una secuencia consenso de
cada uno de los genes, se utilizd el programa SeqScape v2.1.1 (Applied Biosystem). A
partir de la secuencia consenso (archivo FASTA), se realizaron los arboles filogenéticos de

cada uno de los genes accesorios y reguladores del VIH. Se alinearon las secuencias con
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el método MUSCLE (Multiple Sequence Comparation by Long-Expectation) (Edgar, 2004)
y la reconstruccion de cada arbol filogenético se realizdé en funcion del menor puntaje del
analisis BIC (Bayesian Information Criterion) como lo recomienda el andlisis Best Fit
Substitution. Estos algoritmos informaticos se encuentran en el programa MEGA-X (S.
Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018). Para determinar la diversidad de cada gen
analizado se utiliz6 el programa SlimPlot v.3.5.1 (Lole y col. , 1999). Se obtuvo el
polimorfismo de los sitios funcionales de cada gen por medio del programa Analyze
Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina Virus Pathogen Database and Analysis
Resourse (VIPR) (Pickett y col. , 2012) a través del sitio electrénico http://www.viprbrc.org
y para el analisis estadistico se utilizé el programa Statgraphics Centurion XV v15.2.05. Las
secuencias consenso de cada uno de los genes se tradujeron en la pagina electronica
https://web.expasy.org/translate/. Para localizar las regiones o dominios funcionales de
cada una de proteinas se consulté en la base de datos https://www.uniprot.org/ de cada
uno de los genes del VIH (HXB2), para su analisis con el programa SimPlot v3.5.1 y de
polimorfismo (SNP).

Se decididé utilizar la secuencia HXB2 (GenBank: K03455.1) como referencia en este
estudio por las siguientes razones: i) fue la primera cepa viral en ser secuenciada totalmente
en su genoma (Ratnery col. , 1985), ii) la traduccion proteica, también es considerada como
referencia (UniProtKB-UP000002241), iii) es una secuencia obtenida de pacientes que no
tuvieron contacto con los farmacos antirretrovirales (Arts y Hazuda, 2012), iv) esta
secuencia se utiliza en las principales base de datos existentes a nivel mundial, para su uso
en diferentes tipos de analisis: resistencia al TARGA, recombinacion, tropismo y filogenia
(Beerenwinkel y col. , 2003; Davey y col. , 2014; Liu y Shafer, 2006; Myers G, 1987; Pineda-
Penay col. , 2013), v) los oligonucleétidos utilizados para la realizacion de este trabajo,
se disefiaron tomando como referencia esta secuencia y vi) hasta el momento de la
realizacion de este trabajo, no existia una secuencia completa y representativa del virus

circulante en nuestro pais.
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Analisis Estadistico

Se utilizé el software Statgraphic Centurion XV v.15.2.05. En el analisis del conteo de CD4+,
CV y CPV, en los diferentes grupos analizados se utilizo la prueba ANOVA para comparar
la media y la prueba de Kruskal-Wallis para comparar las medianas. En los datos obtenidos
de la variacion de las secuencias, se utilizé la prueba W para probar normalidad de los
datos para posteriormente realizar pruebas no-paramétricas: la prueba F para comparar
desviaciones estandar, y la prueba de Wilconxon para comparar medianas entre los grupos
analizados. En todos los casos se tom6 en cuenta una p > 0.05 como significancia

estadistica.

Resultados

Determinacién cuantitativa de la carga viral en pacientes con y sin falla
al TARGA.

Se analizaron muestras de sangre periférica de 69 pacientes, de los cuales 7 presentaron
falla al TARGA, 38 sin falla al TARGA y 24 pacientes sin tratamiento (sin TARGA).

En la tabla 2 se describen las caracteristicas de los pacientes con falla al TARGA que
presentaron una carga viral (CV) detectable, a diferencia del grupo que tuvo éxito al
TARGA, donde la CV fue indetectable (Tabla 3).

Tabla 2. Resumen de datos clinicos de los pacientes con TARGA y que presentan
falla

Pacientes con falla al tratamiento

Masculino Femenino Total
N 5 2 7
Edad (afos) 39.2 (29-60) 29.5 34.6 (29-60)
CV (copias/ml) 34764 91591 24525 (40-79192)
CD4 + (células/ml) 368 129 333 (119-666)
CPV (copias/76,000genomas) 80.2 (21-135) 244 127 (21-368)
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Tabla 3. Resumen de datos clinicos de los pacientes con TARGA y que no
presentan falla

N 38 (Masculino)
Edad (afos) 40 (30-53)
CV (copias/ml) Indetectables
CD4+ (células/ml) 613 (366-914)
CPV (copias/76,000genomas) 66.7 (1-475)

Se recluté a un grupo de pacientes que hasta la fecha de su inclusion, no habian recibido
TARGA y sus caracteristicas se describen en la Tabla 4.Como se puede observar, la carga
viral promedio fue de 78,952 copias/ml, mientras que el grupo que tuvo falla al TARGA, tuvo

una carga viral promedio de 24,525 copias/ml (Tabla 2).

Tabla 4. Resumen de datos clinicos de los pacientes que no tienen TARGA.
ND=No Determinada.

Pacientes sin tratamiento

Masculino Femenino Total
N 19 5 24
Edad (afos) ND ND ND
CV (copias/ml) 96900 (1970-75000) 10752 (6960-12600)  78952(1970-75000)
CD4+ (células/ml) 342 (38-928) 324 (124-441) 338 (38-928)
CPV (copias/76000genomas) 91 9,\(193_1107 86) Iél?;og 1,\? 5=0'1922

Tomando en cuenta estos resultados, se realizd el analisis estadistico comparativo entre
los 3 grupos de estudio (Tabla 5), en donde el grupo que no tuvo falla al TARGA presenté
un mayor numero de células CD4+, en comparacién con el grupo con falla al TARGA que
presentd el menor numero de células CD4+. Un valor intermedio entre estos grupos, se

encontrd en el grupo que no tenia TARGA (Grafica 1).
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De igual forma, se observé que la carga proviral (proporcién de células mononucleares de
sangre periférica que tienen inserto ADN del VIH-1), era significativamente mayor en el
grupo sin tratamiento, en comparacion con los que cuentan con TARGA (Grafica 2).

La carga viral de los pacientes con TARGA vy sin falla, como se esperaba, fue indetectable,
a diferencia del grupo que presento falla, su CV fue detectable con un promedio de 20371
copias/ml. El grupo sin tratamiento presentd una elevaciéon de CV 4.7 veces mayor con
respecto al grupo que presento falla al TARGA (Grafica 3). De este analisis estadistico, se
puede determinar que se encuentran dentro de los rangos esperados, ya que los pacientes
sin tratamiento son los que se observan las mas altas determinaciones de CV y CPV
(Grafica 2 y 3), debido a que no tienen la presién selectiva de los antirretrovirales que
impidan la propagacién del virus y por consecuencia, una disminucion en el conteo de las
células CD4+.

Tabla 4. Analisis estadistico de la carga viral (CV), carga proviral (CPV) y conteo de
células CD4+ de los pacientes con falla al tratamiento (TX) , de los pacientes sin falla

al TX y de los pacientes sin tratamiento (sin TX).

Recuento  Promedio D::tval :zl:rn Minimo Maximo Rango ANOVA Varianza Kruskal-Wallis
OD4+confala 71 T X! 1933 66635 54702 p=000t6 Pe0Bt0 | P=000081276
Existe una diferencia No existe una diferencia ~ Existe una diferencia
CD4+ sinfalla 38 572868 251.34 1 1380 1209 estadisticamente estadisticamente estadisticamente
signifcativa enteas significativa entre las significativa entre las
CD4+ sinTx 19 341842 239329 38 928 890| medias de las 3 variables desviaciones estandarde  medianas de las 3
[as 3 variables variables
Total 64 478026 265223 3B 1380 1342
CV confalla 720871 332856 0 79192 79192 P=0.002 .P= 0201 ?0673 . l.Dz 1'2185.8512.
Existe ura diferencia Existe ulna. diferencia Existe ulna. diferencia
CVsinfalla 38 0 0 0 0 estadisticamente estadisticamente estadisticamente
signifcativa entelas significativa entre las significativa entre las
CVsinTx 19 968996 142600 1970 597000 595030| megias de las 3variables  CCSViaciones estandarde - medianas de las 3
[as 3 variables variables
Total 64 309952 885069 0 597000 597000
CPV confalla 7 121 11518 21 %8 W7 P=0.000 P=0.12613E-9 P=0.00000453654
. Existe Ura ' diferencia Existe una diferencia Existe una diferencia
CPVsinfalla 38 584737 83.1709 1 475 474 o estadisticamente estadisticamente
siarificatva entre s significativa entre las significativa entre las
CPVsinTx 10 919.285 511.28 92405 1786.08 1693.68 e dgi'as delas 3 variables desviaciones estandarde = medianas de las 3
[as 3 variables variables
Total 55 223706 414462 1 1786.08 1785.08
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Promedio de los CD4+ de los tres grupos de
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Grafica 1 Promedio del conteo de las células CD4+ de los tres grupos estudiados.

*Significancia estadistica, a=0.05

Promedio de la Carga Proviral de los tres grupos de pacientes
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Grafica 2. Promedio de la carga proviral (CPV) de los tres grupos estudiados.

Sin TX

* Significancia estadistica, =0.05
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Promedio de Carga Viral de los tres grupos de pacientes
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Grafica 3. Promedio de la cuantificacion de la carga viral de los tres grupos
estudiados.

* Significancia estadistica, =0.05

Amplificacion y secuenciacion de los genes accesorios y reguladores.

Para cumplir con el segundo objetivo de este trabajo, se procedio a aislar y cuantificar el
ADN genomico total de las CMSP de los tres grupos de pacientes, para amplificar y
secuenciar las regiones gendmicas de los genes accesorios (vpr, vpu, vif y nef) y
reguladores (tat y rev) del VIH que estan integradas al genoma de la célula hospedera.
(Figuras 6-9). Del grupo de pacientes sin tratamiento, se lograron secuenciar los seis
genes virales en veinte pacientes, en dos pacientes se secuenciaron vpr, vpu, vify nef y
en otros dos pacientes los genes tat, rev, vpr, vpu y vif. Por lo que se obtuvieron 184
secuencias, que fueron analizadas y verificadas de acuerdo con el formato de la base de
datos de los Institutos Nacionales de Salud de los E.E.U.U. GenBank (D. A. Benson y col.
, 2013), para que puedan ser consultadas y utilizadas en diversos estudios a nivel mundial
(Tabla 6).
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Cabe mencionar que no se logré la amplificacion de ninguno de los genes de interés a partir
de muestras provenientes de los grupos de pacientes con tratamiento con falla y sin falla,
a pesar de multiples intentos (aproximadamente 60 diferentes experimentos) de
amplificacion. Se realizaron cambios en los oligonucledtidos utilizados, curvas de
concentracion de magnesio (Mg2+), curvas de temperaturas de alineamiento para las
diferentes TM’s (Temperature Melting) o hibridacion de los oligonucleétidos, se usaron dos
diferentes enzimas para la amplificacion: Taq HI-FI (Cat. 11304-011, Invitrogen) y la Taq
Gold (Cat. N8080241, Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante y con las
condiciones antes mencionadas. También se realizaron diferentes curvas de concentracion
de ADN gendmico total y se usaron diferentes pares de oligonucleotidos para diferentes
tamanos de amplicones. Debido a que el objetivo era la determinacién de la diversidad del
provirus, no se utilizd el RNA viral de los pacientes con falla a tratamiento, para su
amplificacion, secuenciacion y posterior comparacién, ya que el analisis de variabilidad
viral, es diferente en los virus circulantes y en los provirus (Becquart y col. , 2007; Pinzone
y col. , 2018; Redmond P Smyth y col. , 2012)
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Figura 6. Amplificaciéon de los genes tat y rev a partir de las CMSP de 9 pacientes sin
TARGA (gel de agarosa al 2% teihido con SYBR Green).
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Figura 7. Amplificacion del gen nef de 985 pb a partir de CMSP de 9 pacientes sin
TARGA (gel de agarosa al 2% teiiido con SYBR Green).
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias de los genes amplificados con el programa
SeqScape v2.5 para obtener la secuencia consenso (FASTA).
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Debido a que no se tuvo éxito en la amplificacion y secuenciacion de los genes de interés
del provirus, en pacientes con tratamiento con y sin falla, se decidi6 utilizar las secuencias
reportadas en la base de datos GenBank de los Institutos Nacionales de Salud de los

E.E.U.U. (NIH, 2019), provenientes de pacientes con tratamiento (Tabla 7).

Con respecto a los tres grupos de pacientes estudiados, los pacientes con tratamiento que
no estan en falla tuvieron menor CV y CPV, y la mayor cuantificacion de CD4+. Los
resultados de los pacientes que tienen tratamiento y estan en falla farmacolégica,

concuerdan con los reportados en la literatura (F. Hong y col. , 2018; Vitone y col. , 2005).
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Identificadores (ID) de las secuencias de la base de datos de GenBank
de pacientes con y sin tratamiento.

Tabla 5. ID de la base de datos GenBank de las secuencias de los genes accesorios
y reguladores del provirus del VIH-1 proveniente de pacientes mexicanos sin
tratamiento.

Tat
n=29

Vpr
n=32

Vpu
n=32

Vif
n=32

Rev
=29

Mef
n=310

MGT729208
MGT723209
MGT729210
MGT29211
MGr29212
MGT729213
MGT729214
MGT729215
MGT729216
MGT29217
MGT29218
MG729219
MGT29220
MGT29221
MGT729222
MGT729223
MGT29224
MGT29225
MGT29226
MGT29227
MGT729228
MGT729229
MG723230
MGT29231
MGT29232
MGT29233
MGT729234
MGT729235
MGT729236

MGr29237
MGr7 29238
MG729239
MGT29240
MGr29241
MGF29242
MGF29243
MGr29244
MGr29245
MGT7 29246
MGr29247
MGF29248
MGF29249
MGr29250
MGr29251
MGr29252
MG729253
MGF29254
MGF29255
MGF29256
MGF29257
MGr29258
MG729259
MGT729260
MGr29261
MGr29262
MGF29263
MGr29264
MGr29265
MG7 29266
MGr29267
MG729268

MG729269
MGT29270
MG729271
MGT29272
MGT29273
MG729274
MGT29275
MG729276
MGT29277
MGT29278
MGT29279
MGT29280
MG729281
MG729282
MGT29283
MGT29284
MG729285
MGT29286
MGT29287
MGT29288
MG729289
MG729230
MG729231
MGT729232
MG729293
MGT29234
MG729235
MG729296
MGT729257
MGT729238
MG729235
MG729300

MG729301
MG723302
MG723303
MGT23304
MGT23305
MG723306
MG729307
MG 723308
MG729309
MG723310
MGT29311
MG723312
MG723313
MG723314
MGT29315
MGT729316
MGT29317
MGT29318
MG729319
MGT23320
MG729321
M729322
MG729323
MGT29324
MGT23325
MGT23326
MGTF29327
MG723328
MGT729329
MG723330
MGT29331
MG723332

MGV 29333
MGV 25334
MGV 29335
MG729336
MG729337
MG729338
MG729339
MG729340
MG7 29341
MGV29342
MG729343
MG729344
MG729345
M7 29346
MG729347
MGV 29348
MG725349
MG729350
M7 29351
MGV 29352
MG729353
M7 29354
MGY 29355
MG729356
MG729357
MG729358
MG729359
MG7 29360
MG7 29361

MG729362
MG729363
MG729364
MG729365
MG729366
MG 729367
M729368
M 729369
MG729370
MG 729371
MG 729372
MG 729373
MG 729374
MG 729375
MG 729376
MG729377
MG729378
MG729379
M729380
MG 729381
M729382
M729383
MG729384
M729385
M729386
MG 729387
M729388
M729389
MG 729390
MG 729391
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La TARGAY la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Tabla 6. ID de las secuencias de los genes accesorios y reguladores del VIH
obtenidos de la base de datos del GenBank. Todas las secuencias corresponden a
pacientes que reciben tratamiento, con excepcion de vif que reporta pacientes con
y sin tratamiento.

Vpu (n=16) Vpr (n=13) Tat (n=19) Rev (n=12) Nef (n=12)
AJ437519.1 AJ437491 1 AY620835.1 AJ496725 1 AJ430464.1
AJ437518.1 AJ437492.1 AY620839.1 AJ496724.1 AJ430667.1
AJ437523.1 AJ437505.1 AY620829.1 AJ496726.1 AY905388.1
AJ437525.1 KF270440.1 AJ496659.1 MG571993.1 AJ430661.1
AJ437524.1 KF270442.1 AJ496660.1 MG571980.1 AJ430652.1
MG571990.1 KX591312.1 AJ496654.1 MG571998.1 AJ430658.1
AJ437539.1 AJ437493.1 AJ496651.1 MG572008.1 AJ430646.1
AJ437516.1 AJ437495.1 AJ496647.1 KX591256.1 AY905401.1
AJ437515.1 AJ437498.1 AY620842.1 KX591257.1 AJ430655.1
MG571998.1 AJ437502.1 AY620865.1 KX591280.1 MG571993.1
AJ437527.1 AJA37504.1 AY620862.1 KF270442.1 MG572004.1
AJ437526.1 AJ437499.1 AY620841.1 KF270439.1 AJ430643.1
AJ437530.1 AJ437501.1 AY620867.1
AJ437531.1 AY620866.1
AJ437522.1 AJ496663.1
MG572008.1 AJ496662.1
AJ496655.1
AJA96657 .1
MG572008.1
Vif (n=95)
KF270459.1 KP874171.1 KP874169.1 KP874148.1 KP874123.1
KF270458.1 KP874172.1 KP874170.1 KP874149.1 KP874124.1
KF270452.1 KP874173.1 KP874151.1 KP874150.1 KP874125.1
KF270557.1 KP874174.1 KP874152.1 KP874131.1 KP874126.1
KF270453.1 KP874175.1 KP874153.1 KP874132.1 KP874127.1
KF270451.1 KP874176.1 KP874154.1 KP874133.1 KP874128.1
KF270427.1 KP874177.1 KP874155.1 KP874134.1 KP874129.1
KF270426.1 KP874178.1 KP874156.1 KP874135.1 KP874130.1
AJ437657.1 KP874179.1 KP874157.1 KP874136.1 KP874105.1
AJ437555.1 KP874180.1 KP874158.1 KP874137.1 KP874106.1
AJ437556.1 KP874181.1 KP874159.1 KP874138.1 KP874107.1
AJ437554.1 KP874161.1 KP874160.1 KP874139.1 KP874108.1
AJ437547 1 KP874163.1 KP874141.1 KP874140.1 KP874109.1
AJ437550.1 KP874162.1 KP874142.1 KP874117.1 KP874110.1
AJ437549.1 KP874164.1 KP874143.1 KP874118.1 KP874111.1
AJ437552.1 KP874165.1 KP874144.1 KP874119.1 KP874112.1
AJ437543 1 KP874166.1 KP874145.1 KP874120.1 KP874113.1
AJ437542.1 KP874167.1 KP874146.1 KP874121.1 KP874114.1
AJ437544.1 KP874168.1 KP874147.1 KP874122.1 KP874115.1
KP874116.1
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Alineamiento de los amindcidos del gen tat del VIH-1 de los pacientes sin tratamiento
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Figura 9. Alineamiento de los aminoacidos de la proteina Tat del VIH obtenidos a partir de las secuencias consenso de
nucleétidos de pacientes sin tratamiento. Alineamiento realizado con la técnica MUSCLE y traducido en los programas
hospedados en MEGA X y analizado en hoja de calculo de Excel.
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Vpu
Analisis filogenético de Vpu

Para observar la relacion entre las secuencias obtenidas (n=41) del gen vpu (248pb), se
construyo un arbol filogenético, en donde 24 secuencias corresponden a pacientes sin
tratamiento y 16 con tratamiento obtenidas del GenBank (n=16, Fig. 10 y 11). Se puede
observar en el arbol de la figura 10 una distribucién grafica distribuida a lo largo de todo el
arbol, en donde Ila mayoria de las secuencias de los pacientes sin TX se agrupan,
compartiendo un mismo nodo de origen (en su ultima bifurcacion), al igual que las muestras
obtenidas del GenBank. Se indica el valor de repeticion (Bootstrap) Esta relacion se observa
de igual manera en el arbol rectangular de la figura 11, con distancias minimas (Kimura 2-
parametros) y en algunas ramas el valor es cero, que indica una minima divergencia o una

cantidad minima de cambios acumulados.
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Figura 10. Construccion circular del arbol consenso del gen vpu del VIH. Los cuadros
rojos indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. El arbol fue realizado por el
método de Maximum Likelihood y el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (M.
Hasegawa y col. , 1985), con un Bootstrap de 100 réplicas en el programa MEGAX.
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Figura 11. Construccién rectangular del arbol filogenético del gen vpu del VIH.
Los cuadros rojos indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. Se muestran
las distancias el numero de sustituciones por sitio en cada rama. El arbol fue
realizado por el método de Maximum Likelihood y el modelo de Hasegawa-

Kishino-Yano (Masami Hasegawa y col. ,

1985) en el programa MEGAX.
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Analisis genémico de Vpu

El siguiente paso fue analizar la similitud de la secuencias del gen vpu de los pacientes
con y sin tratamiento con respecto a la secuencia de referencia HXB2. Para este fin, se
utilizé el programa SimPlot v3.5.1. En la figura 12 se observan las secuencias consenso
de ambos grupos de pacientes, donde la linealidad se acerca o aleja del grado maximo de
similitud con valor de 1. En esta grafica se indican las regiones o dominios de la proteina
que son importantes para su funcion (M. E. Gonzalez, 2015). De igual manera, se graficaron
las secuencias de forma individual de los pacientes sin tratamiento y con tratamiento
(Figura 13).
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Figura 12. Analisis comparativo de las secuencias consenso del gen vpu de los pacientes sin y con tratamiento
(GenBank). En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de bases y en el eje de las ordenadas el
grado de similitud (de 0 a 1) calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de
referencia a HXB2 (K.03455.1).

Maestria en Biologia Experimental 2021 FRLL

Pa’gina38



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

1.0
0.8
06]
0.4]
02]
0.0

02]
0.4]
06]
038
1.0
-1.23
143
-1.6
483

£ -20]

£ 227

? 249

267
28]
3.0
323
347
36
-3.84
-4.0
42
4.4
46
48]
50
52

SimProt - Query: K03455.1_HXB2

FileName: C:\Users\LEON-FUENTES\Doc uments \TESIS\ACCESOROS\VPU\SImPiot_VPU\Aligment VPU TXvsSinTX -18enet9.fas

HVVPRU019
HVVRU036
—— HVV PU056
e HVV U038
— HVV U025
HVVRU034
HVVRU057
— HVV U029
HVVRU054
HVVRU053a
— HVV PU053D
HVVRU044
— HVVPU030
HVVRU016

— HV/V U027 2
— HV/V PU027D
HVVRU023a

HVVRU023b
HVVRU018
— HV/V U055
— HVVRU0372

HVVRU037b
HVVRU045a
e HV/V PU045D
— HVVRU0282
—— HVV PU028D
— HVVPU0422
HVVRU042b
—— HVV U047 2
. HV/V PU047D
HVVRU058

—— HVV U039

. MG572008.1_Brazi_Vpu
e MG571998.1_Brazil_Vpu
e MG571990.1_Brazil_Vpu

AJ437531.1_Vpu

AJ437539.1_Vpu
AJ437530.1_Vpu
AJ437529.1_Vpu
AJ437527.1_Vpu
AJ437526.1_Vpu
AJ4375251_Vpu
AJ437524.1_Vpu

Dominio transmembranal
Posicién: 16-76

Figura 13. Analisis comparativo de las secuencias individuales del gen vpu de los pacientes sin tratamiento en
lineas negras y con tratamiento en lineas rojas. En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de
bases y en el eje de las ordenadas el grado de similitud (de 0 a 1) calculados con la técnica de Kimura (2-parametros),

Position

Hélice-1
Posicion
126-150

Hélice-2

Posicion

171-207
s§52 856
Posicién | Posicién
156-158 | 168-170

tomando como secuencia de referencia a HXB2 (K.03455.1)

R L B B S I L I I L L L L L e L L s e A L L R R RS LA L
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270

20 bp, Step: 20 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Tt 1.5

Maestria en Biologia Experimental

2021

FRLL

AJ4375231_Vpu
AJ4375221_Vpu
AJ437519.1_Vpu
AJ437518.1_Vpu

Pa’gina39



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis del polimorfismo de los dominios funcionales de vpu

Para darle mayor profundidad al analisis, se examinaron las secuencias del gen vpu con el
programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina electrénica: Virus
Pathogen Database and Analysis Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012). Se obtuvo
informacion del cambio en cada uno de los nucleétidos a lo largo del gen. El puntaje o score
indica la carencia (0) o un maximo (232) de polimorfismo segun la ecuacion establecida en

el algoritmo (ver glosario) (Grafica 4).
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Comparacion de puntajes en los dominios activos del gen vpu
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Grafica 4. Se grafican los puntajes obtenidos en cada posicion del gen vpu de las secuencias de pacientes con y sin
tratamiento y analizadas con el programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina electrénica
Virus Pathogen Database and Analysis Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012) en la direccion http:www.viprbrc.org.
Se grafican unicamente los dominios funcionales del gen.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales de

vpu

Los datos de polimorfismo se analizaron de forma estadistica para evaluar si existia una
diferencia significativa entre los grupos de pacientes con y sin tratamiento en los dominios

funcionales del gen. En esta tabla 8 se muestran el resumen del analisis que incluy6 una

prueba de normalidad (estadistico W o de Shapiro-Wilk).

Para todas las comparaciones de los valores de polimorfismo de los pacientes con y sin
tratamiento, se realiz6 un analisis no paramétrico, ya que la prueba W determiné la no-
normalidad y en aquellos casos donde un grupo de datos es normal y el otro no, se decidio
a utilizar el sesgo (g1) y la curtosis (f2), cuyo valores en distribuciones normales son -2 y +2
(George y Mallery, 2010). En este caso se realizdé una prueba F para determinar si son o
no diferentes las dispersiones de los datos o desviacién estandar (S) y un prueba W de
Mann Whitney para determinar si las medias de las muestras son o no diferentes. Como se
observa en este analisis, con excepcion del sitio Hélice-1, no existe una diferencia

estadisticamente significativa en los dominios funcionales del gen vpu de las secuencias

de los pacientes con y sin tratamiento.

Todos los parametros y consideraciones anteriormente descritos para este gen, se

utilizaron de igual forma para los siguientes cinco genes.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Tabla 8. Resumen estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales del gen vpu de secuencias de
pacientes sin tratamiento y con tratamiento (GenBank). Analisis realizado con Statgraphics v.15.2.05

Puntaje de los dominios funcionales de la secuencia del gen vpu del VIH-1

Dominio transmembranal Sitio Hélice-1 Fosforilacion de S52 Fosforilacion de S56 Sitio Hélice-2
Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx

Recuento 61 61 27 27 3 3 3 3 37 37
Promedio 28.5902 35.7213 14.8889 30.5926 0 22 23.3333 57 39.5405 59.8919
E:;ﬁjfn 45.6163 48.3422 31.9968 35.2095 0 20.664 40.4145 55.4256 41.0065 47.017
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 25 0 0
Maximo 162 179 142 129 0 41 70 121 155 215
Sesgo 4.36493 4.72077 6.03315 2.35174 ND 0.452224 1.20474 1.22474 178972 267626
Estandarizado
Curtosis

. 0.964545 2.19989 9.85857 0.913088 ND ND ND ND 0.0656393 2.06403
Estandarizada
Distribucion

o No-Normal No-Normal No-Normal No-Normal No-Normal Normal No-Normal No-Normal No-Normal No-Normal

(Estadistico W)
Prueba-F para P = 0.654452 P =0.629202 P=0.0 P =0.694248 P =0.415795
comparar No existe una diferencia No existe una diferencia Existe una diferencia No existe una diferencia No existe una diferencia
Desviaciones estadisticamente significativa =~ estadisticamente significativa =~ estadisticamente significativa ~ estadisticamente significativa = estadisticamente significativa
Estandar entre las desviaciones estandar entre las desviaciones estandar entre las desviaciones estandar = entre las desviaciones estandar = entre las desviaciones estandar
Prueba W de Mann- P =0.16214 P =0.0308115 P =0.196705 P =0.368687 P = 0.056558
Whitney (Wilcoxon) No existe una diferencia Existe una diferencia No existe una diferencia No existe una diferencia No existe una diferencia
para comparar estadisticamente significativa =~ estadisticamente significativa = estadisticamente significativa = estadisticamente significativa = estadisticamente significativa
medianas entre las medianas entre las medianas entre las medianas entre las medianas entre las medianas

ND = No Determinado
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-| / INCMNSZ

Vpr
Analisis filogenético de vpr

El analisis filogenético del gen vpr correspondiente a los pacientes con tratamiento presento
una distribucion homogénea (Fig. 14) y en el arbol de la Fig. 15, las distancias genéticas
o numero de sustituciones por sitio (Kimura 2-parametros) es minima con respecto al nodo

de origen.
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Figura 14. Construccion circular del arbol consenso del gene vpr del VIH. Los puntos
rojos, indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. El arbol fue realizado por el
método de Maximum Likelihood y el modelo de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980),

con un Bootstrap de 100 réplicas en el programa MEGAX.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-1 / INCMNSZ
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Figura 15. Construccion rectangular del arbol filogenético del gene vpr del VIH. Los
cuadros rojos indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. El arbol fue realizado
por el método de Maximum Likelihood y el modelo de Kimura 2-parametros (Kimura,
1980). Se senala el numero de sustituciones por sitio en cada rama de arbol.
Realizado con en el programa MEGAX.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-| / INCMNSZ

Analisis genémico de Vpr

El analisis gendmico a lo largo del gen vpr de los pacientes con y sin tratamiento, mostré
que hay una similitud mayor al 0.6, hasta la posicion 200 pb, donde comienza un
divergencia evidente hasta la posiciéon 290 pb del gen (Kimura 2-parametros). En ambos
grupos de la grafica de las secuencias consenso, en la region de homo-oligomerizacion, se
observa una aparente diferencia con respecto a la secuencia consenso. Al realizar la
comparacién con la grafica de las secuencias individuales, no se observa una diferencia,
ya que ambas figuras tienen el mismo rango de similitud de aproximadamente de 1 a 0.84.
En este analisis se incluye a la region que codifica para el aminoacido glutamina (Q65) en
la posicidén 195 del gen y que esta involucrado en el arresto celular en la fase G2 por parte
de vpr del VIH (Le Rouzic y col. , 2007). Esta region mostro una similitud con la secuencia

consenso de 1.0 (Fig.16 y 17).
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SimPlot - Query: HXB2
FileName: C\Users\LEON-FUENTES\Documents\TESIS\ACCESORIOS\VPR\SimAot_VFRWAligment_VPR_TX-13vsSinTX-32_18ene19fas
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Figura 26. Analisis comparativo de las secuencias consenso del gen vpr de los pacientes con tratamiento (GenBank) y sin
tratamiento. En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de bases y en el eje de las ordenadas el grado
de similitud (de 0 a 1), calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de referencia a HXB2
(K.03455.1).
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Figura 37. Analisis comparativo de las secuencias individuales del gen vprde los pacientes sin tratamiento (lineas negras)
y con tratamiento (lineas rojas). En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de bases y en el eje de las
ordenadas el grado de similitud (de 0 a 1) calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de
referencia a HXB2 (K.03455.1).
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis del polimorfismo de los dominios funcionales de vpr

Para evaluar si existia diferencia entre la secuencia de referencia y las muestras problema,
se realizd el analisis de polimorfismo en la region que esta relacionada con la homo-
oligomerizacién (Zhao y col. , 1994) de la proteina y de la posicién 195 (Q65) que esta
relacionada con el arresto del ciclo celular (Le Rouzic y col. , 2007) (Grafica 5). No se
encontrd ningun polimorfismo en ningun grupo de secuencias, por lo que se puede deducir

que este sitio es muy conservado.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Comparacion de puntajes en dominios funcionales de gen vpr
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Grafica 5. Se grafican los puntajes obtenidos en cada posicion del gen vpr, de las secuencias de pacientes con y sin
tratamiento. Las secuencias se analizaron con el programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina Virus
Pathogen Database and Analysis Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012) a través de la pagina electrénica
http:www.viprbrc.org. Se grafican unicamente los dominios funcionales del gen.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales de
vpr

El analisis estadistico (prueba F y Wilconxon) de los puntajes correspondiente al sitio de
homo-oligomerizacion muestra una diferencia estadisticamente significativa de las

medianas y desviacion estandar entre las muestras de pacientes con y sin tratamiento
(Grafica 5).

Maestria en Biologia Experimental 2021 FRLL

Pégina52



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Tabla 7. Resumen estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales del gen vpr de secuencias de pacientes sin
tratamiento y con tratamiento (GenBank). Analisis realizado con Statgraphics v.715.2.05

Puntaje del dominio funcional del gen vpr del VIH-1

Homo-oligomerizacion Q65 arresto en G2

Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx
Recuento 126 126 0 0
Promedio 19.1825 35.9365 0 0
Desviacion Estandar 34.1707 46.159 0 0
Minimo 0 0 0 0
Maximo 130 209 0 0
Sesgo Estandarizado 7.0978 6.25732 0 0
Curtosis Estandarizada 2.68029 3.26261 0 0
Distribucion (Estadistico W) No-Normal No-Normal ND ND
Prueba-F para comparar P = 0.000866201 ND
Desviaciones Estandar Existe una diferencia significativa entre las desviaciones estandar
(Wikowon) para comparar | P=0000150846 | D
medianas Existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas

ND =No Determinado
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Vif
Analisis filogenético de vif

De los genes analizados, vif fue el unico que se logr6 comparar con secuencias de
pacientes del norte de México las cuales fueron obtenidas del GenBank a partir del trabajo
realizado por Guerra-Palomares y col. (Tabla 7) de la Universidad Autbnoma de San Luis

Potosi (Guerra-Palomares y col. , 2016).

En el arbol circular del gen vif (Fig.18) se muestra una clara separacién entre la mayoria
de las secuencias con tratamiento y las secuencias sin tratamiento (puntos grises y cuadros
negros, respectivamente). Cabe destacar que se observa un agrupamiento entre
secuencias del INCMNSZ y UASLP (Fig. 21).
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Figura 18. Construccion circular del arbol consenso del gen vifdel VIH. Puntos grises
(UASLP) y negros (INCMNSZ), indican a los pacientes mexicanos. EIl arbol fue
realizado por el método de Maximum Likelihood y el modelo General Time Reversible
(Masatoshi Nei y Kumar, 2000), con un Bootstrap de 100 réplicas en el programa
MEGAX.
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Figura 19. Construccion radial del arbol filogenético del gen vif del VIH. Puntos
azules (UASLP) y rojos (INCMNSZ), indican a los pacientes mexicanos. La escala

muestra el numero de sustituciones por sitio. El arbol fue realizado por el método de
Maximum Composite Likelihood (MCL) en el programa MEGAX.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis genémico de vif

El analisis realizado del gen vif indica una regién de mayor discrepancia en las posiciones
90-110 pb, 180-210 pb y 450-490 pb, que corresponden a los dominios que interaccionan
con APOBEC3G/3F, al sitio de unidén al RNA vy al sitio de multimerizacion, respectivamente
(Fig. 20). Por otra parte se observa una diferencia entre ambos grupos en la posicién 550
a 590 pb.
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SimPiot - Query: B.FR 83 HXB2_LAI_IIB_BRU.K03455
FileName: C:WUs ers\LEON-FUENTES\Doc uments \TESIS\ACCESORIOS\VIRSimAot_VIPAlgment_UASLP-95 INCMNSZ_31_Agosto2021 txt

1.0
038 “———— CON TRATAMENTO VIF
06] SIN TRATAMIENTO VIF
0.4]
02]
0.0]
02
0.4
0.6
08
10]
1.2
1.4
16
18]

z-20]

£ 224

@ 249
26]
28]
3.0
32}
34]
36
-3.81
4.0
4.2
-4.4]
-46
48]
509
52]

LU I L L L L L L L L L L L S L B L L A S L L L L L LA ML AL LA L
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110 120 130 140 150 160 170 180 190 200210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
Position

Interaccién con Interaccién con Rtaracciin con Window : 120 bp, Step: 10 bp, GapStrip: On, Kimura (2-parameter), Tt: 1.5

APOBEC3G

APOBEC3F APOBEC3F
3 Posicién: = Multimerizacién

Posicion: 42-51 120132 Posicion: 222-237 < =

453-462

Interaccion con
APOBECSF y 3G | Unién al RNA Posicion: 225-342 |
Posicion: 162-216

Figura 20. Analisis comparativo de las secuencias consenso del gen vif de los pacientes con tratamiento (linea roja) y sin
tratamiento (linea negra). En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de bases y en el eje de las ordenadas
el grado de similitud (de 0 a 1), calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de referencia
a HXB2 (K.03455.1).
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Figura 21. Analisis comparativo de las secuencias individuales del gen vif de los pacientes con tratamiento (lineas rojas)
y sin tratamiento (lineas negras). En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de bases y en el eje de las
ordenadas el grado de similitud (de 0 a 1), calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia
de referencia a HXB2 (K.03455.1).
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis del polimorfismo de los dominios funcionales de vif

La diferencia identificada entre grupos se corroboré con el analisis de polimorfismo (Grafica
6), en la posicién 160 a 163 pb, donde se muestra una mayor densidad de polimorfismos,
principalmente en los pacientes sin tratamiento (lineas rojas). Se observo que las regiones
donde existe una mayor diversidad, corresponden a los dominios de interaccion con
APOBEC3G/3F, el sitio de unién al RNA, asi como a la region de multimerizacion, en

concordancia con el analisis anterior.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Comparacio de puntajes en dominios activos del gen vif
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Grafica 6. Puntajes obtenidos en cada posicion del gen vif, de las secuencias de pacientes con y sin tratamiento y analizados
con el programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina Virus Pathogen Database and Analysis
Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012) a través de la pagina electrénica http:www.viprbrc.org. Se grafican unicamente los

dominios funcionales del gen.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales de vif

El analisis estadistico (Tabla 10) muestra que existe una diferencia significativa en tres
regiones de vif, el sitio de union a APOBEC3G/3F, el sitio de unién al RNA y en el sitio de
multimerizacion. No se observé polimorfismo en el sitio de unidon a 3G ni en el sitio de

multimerizacién en las secuencias de los pacientes con tratamiento.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Tabla 8. Resumen estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales del gen vif de secuencias de pacientes sin

tratamiento y con tratamiento (GenBank). Analisis realizado con Statgraphics v.15.2.05

Puntaje de los dominio funcional de la secuencia del gen vif del VIH-1

Sitio de unién a Sitio de uniéna Sitio de unién a

Sitio de inibicion de

Union al RNA Multimerizacion
APOBEC3F APOBEC3G APOBEC3Gy3F APOBEC3F
Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx
Recuento 10 10 13 13 55 55 16 16 118 118 10 10
Promedio 3 6.5 0 21.615 15.4 32.85 11.93 15.62 20.33 30.05 0 43.9
Deswacion 9.4868 9.27661 0 25.49 28.39 37.88 28.51 35.11 34.18 36.53 0 38.24
Estandar
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo 30 24 0 90 98 166 98 141 132 141 0 110
Sesgo 4.08 1.36 ND 252 5.5 5.3 4.04 5.58 6.36 5.47 ND 110
Estandarizado
Curtosis 6.45 -0.288 ND 2.65 2.87 463 46 10.22 1.62 1.65 ND -0.46
Estandarizada
Distribucion
L No Normal No Normal ND No Normal No Nomal No Nomal No Normal ~ No Normal ~No Normal No Normal ND Normal
(Estadistico W)
P = 0.947868 P=0.0 P = 0.361559 P = 0.428832 P = 0.473443 P=0.0

Prueba-F para

No existe una diferencia Existe diferencia Existe una diferencia

compargr estadisticamente significativa estadisticamente significativa estadisticamente significativa
Desviaciones = L .
, entre las desviaciones entre las des\viaciones entre las desviaciones
Estandar A A .
estandar estandar estandar

Prueba W de

. P =0.214289 P = 0.000459011 P = 0.000095301
Mann-Whitney . . . . . . . .

. No hay diferencia Existe una diferencia Existe una diferencia
(Wilcoxon) para - o e o - R
comparar estadisticamente significativa estadisticamente significativa estadisticamente significativa
medir;nas entre las medianas entre las medianas entre las medianas

No hay diferencia
estadisticamente
significativa entre las
desviaciones estandar

P =0.251525
No hay diferencia
estadisticamente
significativa entre las
medianas

No hay diferencia
estadisticamente
significativa entre las
desviaciones estandar

P =0.000388862
Existe una diferencia
estadisticamente
significativa entre las
medianas

Existe una diferencia
estadisticamente
significativa entre las
des\iaciones estandar

P =0.000231308
Existe una diferencia
estadisticamente
significativa entre las
medianas

ND = No Determinado
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Tat

Analisis filogenético de tat

Con respecto al analisis de las secuencias del gen tat de los pacientes sin tratamiento, se
observa una agrupacion especifica, en donde las secuencias se dividen en dos grandes
nodos, con un Bootstrap de 100 (Fig. 22). Ademas se observa que la mayoria de los nodos
que se bifurcan en secuencias relacionadas, con un Bootstrap menor a 50. Considerando
la definicidn de Bootstrap como “una técnica efectiva para probar la relativa estabilidad de
los grupos dentro de una filogenia” (Lemey, 2009), la mayoria de las agrupaciones en este
modelo, muestran menos del 50% de estabilidad en su relacion y unicamente en aquellos
nodos que tienen mas del 75%, se pueden considerar estables (Zharkikh y Li, 1992),

reflejando la “verdadera” relacion entre taxas (secuencias). Este mismo criterio se aplica a

los arboles de los 6 genes analizados en este trabajo.

Se observa que las distancias entre taxas del gen tat (Kimura 2-parametros), son reducidas

con ramas de hasta cero en distancia, por lo que podemos deducir que la relacion existente

entre los taxa es muy cercana o poco diversa (Fig. 23)
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Figura 22. Construccion circular del arbol consenso del gen tat del VIH. Los cuadros
rojos indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. Arbol realizado por el método
de Maximum Likelihood y el modelo de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980) con un

Bootstrap de 100 réplicas en el programa MEGAX.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis genémico de tat

Las similitudes o cercanias filogenéticas se observan con mayor precisién en el analisis
gendmico a lo largo del gen, especificamente en los sitios o0 dominios funcionales. En la
grafica 24 se observa que en las secuencias consenso de ambos grupos de pacientes, no
hay una diferencia de mas de 0.1 (escala adimensional) a lo largo del gen, con valores de

un 0.973 y 0.988 para los pacientes de sin tratamiento y con tratamiento, respectivamente
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Figura 24. Analisis comparativo de las secuencias consenso del gen tat de los pacientes con tratamiento (linea roja) y sin
tratamiento (linea negra). En el eje de las abscisas se grafica la region del gen, en pares de bases y en el eje de las ordenadas
el grado de similitud (de 0 a 1), calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de referencia

a HXB2 (K.03455.1).

Maestria en Biologia Experimental

2021

FRLL

Pégina68



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis del polimorfismo de los dominios funcionales de tat

En el analisis del polimorfismo se graficaron los puntajes que arroja el programa SNP, en
ambos grupos de pacientes. Se muestran las dos regiones o dominios funcionales del gen
tat. Cada barra nos indica el valor calculado (score) que presenta cambios y diferencias
entre los grupos de pacientes, con un pico maximo en la regién comprendida entre la
posicion 61 y 76 del dominio de transactivacion, lo que indica probablemente, una presion

selectiva en esa regién gendmica (Grafica 7).
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Comparacion de puntajes del dominio activo de gen tat
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Grafica 7. Se grafican los puntajes obtenidos en cada posiciéon del gen tat, de las secuencias de pacientes con y sin
tratamiento y analizados con el programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina Virus Pathogen
Database and Analysis Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012) a través de la pagina electrénica http:www.viprbrc.org.. Se
grafican unicamente los dominios funcionales del gen.
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales de fat

Considerando los puntajes obtenidos en cada posicion del gen tat en ambos grupos de
pacientes, se realizd el analisis estadistico W para ver la normalidad de los datos y en
conjunto con la curtosis y el sesgo, el analisis no-paramétrico. Los resultados muestran que
no existe una diferencia estadisticamente significativa en los polimorfismos de los dominios

del gen tat entre ambos grupos (Tabla 11).
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Tabla 9. Resumen estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales del gen tat de secuencias de pacientes sin

tratamiento y con tratamiento (GenBank). Analisis realizado con Statgraphics v.715.2.05

Puntaje de los dominios funcionales de la secuencia del gen tat del VIH-1

Transactivacion

Localizacion nuclear, union al RNA

Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx
Recuento 144 144 25 25
Promedio 19.2014 20.6111 12.48 14.8
Deswacion 33.3468 33.3328 25.9777 24.7336
Estandar
Minimo 0 0 0 0
Maximo 132 147 90 102
Sesgo 8.56068 8.13518 4.45315 4.38382
Estandarizado
Curtosis 5.21427 5.40264 4.11549 5.59568
Estandarizada

Distribucion
(Estadistico W)
Prueba-F para
comparar
Desviaciones
Estandar
Prueba W de
Mann-W hitney
(Wilcoxon) para
comparar
medianas

No-Normal

No-Normal

P = 0.996017

No existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones estandar

P = 0.735933

No existe una diferencia estidisticamente
significativa entre las medianas

No-Normal

P = 0.811962

No-Normal

No existe una diferencia estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar

P = 0.581429

No existe una diferencia estadisticamente significativa

entre las medianas

Maestria en Biologia Experimental

2021

Pégina73



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Rev

Analisis filogenético de rev

En el analisis filogenético de rev, se observa un arbol bifurcado entre las secuencias de
pacientes con y sin tratamiento (Fig. 26). Una de las ramas principales del arbol agrupa a
la gran mayoria de las secuencias de los pacientes sin tratamiento (puntos rojos) junto con
la secuencia de referencia HXB2 y el paciente 29. La otra rama principal agrupa a las
secuencias de los grupos de pacientes tratados con y sin falla al tratamiento. El
agrupamiento es mas evidente en el arbol radial que se muestra en la figura 27. Como se
puede apreciar, las distancias y los agrupamientos del gen rev, son mayores que los genes
tat, vpr, vpu y vif, 1o que indica que la diversidad de este gen es mayor para el grupo de los

pacientes sin tratamiento realizado en MEGAX (S. Kumar y col. , 2018).
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Figura 26. Construccion circular del arbol filogenético del gen rev del VIH. Los
cuadros rojos, indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. La escala representa
el numero de sustituciones por sitio. Arbol realizado por el método de Maximum
Likelihood y el modelo de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980) en el programa

MEGAX.
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Figura 27. Construccién radial del arbol del gen rev del VIH. a) Corte y acercamiento
del arbol completo (b). Los cuadros rojos, indican los pacientes mexicanos sin
tratamiento. Arbol realizado por el método de Maximun Likelihood Method y modelo
de Kimura 2-parametros (Kimura, 1980), con un Bootstrap de 100 réplicas en el

programa MEGAX.
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Analisis genémico de rev

De forma analoga al analisis anteriormente expuesto y por el grado de similitud (Kimura 2-
parametros) se observan dos grupos claramente diferenciados (Fig. 28). Basandose en el
grado de similitud entre las secuencias (Kimura 2-parametros), se observé que las
secuencias de los pacientes sin tratamiento, presentaron una mayor similitud con la
secuencia de referencia, con un puntaje mayor al 0.96, en los tres dominios funcionales de

la secuencia.
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SimPlot - Query: B.FR 83 HXB2_LAI_IIB_BRU.K03455
FileName: C:\Users\LEON-FUENTES\Doc uments\TESIS\ACCESOROS\REV\SIimPlot_Rev\Rev_SimFot_Junio2019\21seqSinTX-12seqConTX_Junio2019 fas
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Figura 28. Analisis comparativo de las secuencias consenso del gen rev. En el eje de las abscisas se grafica la region del
gen en pares de bases y en el eje de las ordenadas el grado de similitud (de 0 a 1). a) Pacientes con tratamiento (GenBank)
y sin tratamiento y b) acercamiento del intervalo de similitud 0.5 a 1.0. calculados con la técnica de Kimura (2-parametros),
tomando como secuencia de referencia a HXB2 (K.03455.1).
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Figura 29. Analisis comparativo de las secuencias individuales del gen rev de los pacientes sin tratamiento. En el eje de
las abscisas se grafica la region del gen en pares de bases y en el eje de las ordenadas el grado de similitud (de 0 a 1),
calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de referencia a HXB2 (K.03455.1).
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Analisis del polimorfismo de los dominios funcionales de rev

De forma contrastante con los demas genes accesorios y reguladores del VIH que se
analizaron, las secuencias de los pacientes con tratamiento presentan picos de disimilitud
a lo largo del gen rev (Fig. 29), incluyendo a los tres sitios funcionales. El rango de
disimilitud varia de 0.9 al -5.2. Para corroborar estas observaciones, se realizo el analisis
del polimorfismo en los tres dominios funcionales del gen (Grafica 8), en el cual se aprecia
que las secuencias de los pacientes con tratamiento tienen una mayor diversidad en los
tres sitios funcionales. Los resultados se confirmaron con el analisis estadistico, donde el
analisis comparativo mostré que las medianas (Wilcoxon) de cada grupo son diferentes,

con una significancia estadistica (P<0.05, a=0.5) (Tabla 12).
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Comparacién de puntajes en dominios activos del gen rev

Posicion del nucleétido en el gen

SRRV INWVINGVIN NIV AN IV NIV INOVIN VIV AN QONIN OV IN VAN GVIN GOV GOV N VIV VIV OVIN VAN VN N OV N
— “——

Homomultimerizacion Union al RNA Exportacion nuclear

250
m Puntaje con TX

m Puntaje sin TX
200

150

N

1 21 a1

Puntajes

|

81 101 121 141 161 181 201 221 241 261 281 301 321 341 361 381

Grafica 8. Puntajes obtenidos en cada posicion del gen rev, inicamente de los sitios funcionales del gen, de las secuencias
de pacientes con y sin tratamiento y analizados con el programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina
Virus Pathogen Database and Analysis Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012) a través de la pagina electrénica
http:www.viprbrc.org. Se grafican unicamente los dominios funcionales del gen.
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Tabla 10. Resumen estadistico del polimorfismo de los dominios activos del gen rev de secuencias de pacientes sin

tratamiento y con tratamiento (GenBank). Analisis realizado con Statgraphics v.15.2.05

Puntaje de los dominios funcionales de la secuencia del gen rev del VIH-1

Homo-multimerizacion

Sitio de unién al RNA

Exportacion Nuclear

Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx
Recuento 25 25 50 50 34 34
Promedio 98.68 41.12 54.62 21.48 58.5 10.2941
Deswacion 60.3902 51.0634 52.6765 29.534 53.1842 21.3005
Estandar
Minimo 0 0 0 0 0 0
Maximo 196 184 148 105 148 89
Sesgo -0.84622 2.69767 0.604641 3.33339 0.227258 5.39036
Estandarizado
Curtosis -0.983944 1.12959 -2.23503 0.408521 -1.92442 6.06541
Estandarizada
D|str|b90|.on No-Normal No-Normal No-Normal No-Normal No-Normal No-Normal
(Estadistico W)
Prueba-F para P = 0.467055 P = 0.0000864 P = 9.1547E-7

comparar
Desviaciones
Estandar

Prueba W de
Mann-Whitney
(Wilcoxon) para
comparar
medianas

No hay diferencia
estadisticamente significativa
entre las desviaciones estandar

P = 0.00132259
Existe una diferencia
estadisticamente significativa
entre las medianas

Existe diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones
estandar

P = 0.00227308
Existe una diferencia
estadisticamente significativa entre
las medianas

Existe diferencia estadisticamente
significativa entre las desviaciones
estandar

P = 0.0000873
Existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas
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Nef

Analisis filogenético de nef

Las secuencias correspondientes al gen nef nos producen un arbol el cual muestra una
mayor dispersion de las secuencias de los pacientes con y sin tratamiento, comparadas con
los cinco genes anteriormente analizados. Las secuencias de los pacientes sin tratamiento
muestran que existen pares de taxones que se agrupan con un valor de mas de 75 de
Bootstrap (Fig. 30), indicando que estos taxones tienen un grado de homologia muy

cercano. Esta cercania se confirma con el arbol radial (Fig. 31).
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Figura 30. Construccion circular del arbol consenso del gen nef del VIH. Los puntos
rojos indican los pacientes mexicanos sin tratamiento. Arbol realizado por el método
de Maximum Likelihood y el modelo de Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993) con un

Bootstrap de 100 réplicas en el programa MEGAX.
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AJ430655. 1
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HIVNEF028a
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Figura 31. Construccion radial del arbol filogenético del gen nef del VIH. a) Arbol
completo y b) corte y acercamiento de (a). Los puntos rojos indican los pacientes
mexicanos sin tratamiento. Se muestran las distancias (Kimura 2-parametros) entre
cada secuencia. Arbol realizado por el método de Maximum Likelihood y el modelo
de Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993) en el programa MEGAX
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Analisis genémico de nef

Para cuantificar el polimorfismo de nef se analizd la secuencia completa del gen y se
comparé con la secuencia de referencia (K03455). Para el analisis se incluyeron a tres
dominios de la proteina viral, i) el sitio de miristilacion, ii) sitio de estabilizacion nef/MHCI y
iii) el sitio de internalizacion del CD4 (Fig. 32 y 33). Se observaron dos grupos de curvas,

la primera, con una gran similitud en distancia (Kimura 2-parametros) y la segunda con

grandes disimilitudes en algunas posiciones del gen.

Se observaron diferencias en las regiones funcionales (internalizacion de MHC y CD4),
aunque son menores de 0.1 en la escala de similitud (Fig. 32). Sin embargo, al realizar el
analisis de cada secuencia en forma individual, se observé una tendencia de las secuencias
sin tratamiento (linea negra), a separarse de la secuencia de referencia (HXB2) a una
escala aun mayor (hasta 0.05) en la regidn de internalizacion de CD4. En ambas figuras,

las secuencias sin tratamiento (linea negras) se separan mas (diversifican) que las

secuencias de los pacientes con tratamiento (lineas rojas).
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SimPlot - Query: K03455.1_HIVA/HTLV-IILAV
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Figura 32. Analisis comparativo de las secuencias consenso del gen nef de los pacientes con tratamiento (linea roja) y sin
tratamiento (linea negra). En el eje de las abscisas se grafica la regiéon del gen en pares de bases y en el eje de las ordenadas
el grado de similitud (de 0 a 1), calculados con la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de referencia
a HXB2 (K.03455.1).
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Figura 33. Analisis comparativo de las secuencias del gen nef de los pacientes sin tratamiento. En el eje de las abscisas
se grafica la regién del gen en pares de bases y en el eje de las ordenadas el grado de similitud (de 0 a 1), calculados con
la técnica de Kimura (2-parametros), tomando como secuencia de referencia a HXB2 (K.03455.1).

FRLL

Maestria en Biologia Experimental 2021

Pégina88



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis del polimorfismo de los dominios funcionales de nef

En el analisis estadistico del polimorfismo de cada uno de los dominios funcionales del gen
nef, en los dos grupos de secuencias (Tabla 13), se examino el comportamiento de los
datos obtenidos con el programa Analyze Sequence Variation (SNP). No se encontrd
ninguna mutacion en el domino de miristilacion en las secuencias de los pacientes que
reciben tratamiento, en contraste, en las secuencias de los pacientes sin tratamiento, si se
encontraron mutaciones con un puntaje promedio de 25, lo que sugiere que existe una
diferencia significativa. En los demas dominios funcionales no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa en el sitio de estabilizacién de la unién de nef con MHCI y de

la internalizacion del receptor membranal CD4.
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Comparacion del puntaje en dominios activos del gen nef
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miristilacion para su internalizacion CD4+

Grafica 9. Puntajes obtenidos en cada posicion del gen nef, de las secuencias de pacientes con y sin tratamiento analizados
con el programa Analyze Sequence Variation (SNP) hospedado en la pagina Virus Pathogen Database and Analysis
Resourse (ViPR) (Pickett et al., 2012) a través de la pagina electrénica http:www.viprbrc.org. Se grafican unicamente los
dominios funcionales del gen.
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Tabla 11. Resumen estadistico del polimorfismo de los dominios funcionales del gen nef de secuencias de pacientes sin y
con tratamiento (GenBank). Analisis realizado con Statgraphics v.15.2.05

Puntaje de los dominios funcionales de la secuencia del gen nef del VIH-1

Miristilacion Estabilizacion de Nef/MHCI Internalizacion de CD4
Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx Con Tx Sin Tx
Recuento 6 6 4 4 7 7 4 4 4 4
Promedio 25 29.75 85.5 34.4286 72 39.25 90.5 37 86.75
Deswiacion 0 37.2129 59.5 641379  48.4866 45873  46.6431  37.8902 74 56.7355
Estandar
Minimo 0 0 0 27 119 156 0 53 0 53
Maximo 0 96 119 177 119 129 92 143 148 171
Sesgo ND 1.81081 1.63209 114868  1.20043  1.34393 = 0.230228 = 0.904639 = 1.63299  1.53924
Estandarizado
Curtosis ND 172685  1.63299  1.07941 = -0.11278  0.373746  -1.79415  0.821645  1.63299  1.45683
Estandarizada
Dlstr|b%10|.on ND No-Normal = No-Normal Normal No-Normal Normal Normal Normal No-Normal Normal
(Estadistico W)
P = 0.249626 _ P =0.138948 P = 0.326985
. . . P = 0.162226 ) i , . . .
No existe una diferencia . . No existe una diferencia =~ No existe una diferencia
Prueba t para L No hay diferencia L o
. ND estadisticamente . . estadisticamente estadisticamente
comparar medias . . significativa entre las . . . .
significativa entre las . significativa entre las significativa entre las
. medias . .
medias medias medias
P =0.904712 P =0.896425 P = 0.740967 P = 0.673241
Prueba-F para : . : . : . . . . . :
No existe diferencia No hay diferencia No existe diferencia No existe un diferencia
comparz?\r ND estadisticamente estadisticamente estadisticamente estadisticamente
Desviaciones . . . \ .. . . .
Estandar significativa entre las significativa entre las significativa entre las significativa entre las

desviaciones estandar

desviaciones estandar

desviaciones estandar

desviaciones estandar

ND = No Determinado
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I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

Analisis general de los seis genes accesorios y reguladores

del VIH

Se calculé la diversidad promedio (Coeficiente de Diferenciacion de Nucleétidos) en tres
grupos: i) dentro de cada subpoblacion (intrapoblacional), ii) entre subpoblaciones
(interpoblacional) y iii) en el total de la poblacion, segun la técnica de Masatoshi Nei y
Kumar, 2000, dentro, entre y de toda la poblacion de ambos grupos (Tabla 14). Para
calcular la distancia promedio intra-poblacional, entre ambas subpoblaciones y el
promedio total o global se utilizé el método de Kimura 2-parametros. Donde el gen rev fue

el que presentd la mayor diversidad y distancia promedio de los seis genes estudiados,

resultados que concuerdan con lo expuesto en el analisis filogenético y gendmico.

En el promedio global de la diversidad, el gen rev presenté el valor mayor de distancia
de ambos grupos de pacientes; nef fue el segundo, vpu el tercero y con un valor muy

cercano, vpry vif. El gen que presentd una distancia global menor fue tat (Grafica 10).

La distancia global en orden descendente fue rev en primer lugar, seguida por el gen nef

y vpu; vif, vpr y tat fue el gen de menor distancia entre cada grupo (inter e intra-

poblacional) (Grafica 11).
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Tabla 12. Estimaciones del promedio de diversidad y distancia evolutiva sobre todos
los pares de secuencias de pacientes con y sin tratamiento. Se realizé el calculo de
la diversidad promedio dentro, entre y de toda la poblacién de las secuencias de los
genes accesorios y reguladores del VIH (Masatoshi Nei y Kumar, 2000), asi como el
de la distancia, siguiendo el modelo de Kimura 2-parametros, dentro del programa

MEGA X (S. Kumar et al., 2018)

DISTANCIA DIVERSIDAD PROMEDIO
i Total entre
de:l;[Or(f;n j:I:)as subpoblaciones Promedio| Dentro de las Entre las De toda la
n subpoblaciones Sin TX global [subpoblaciones subpoblaciones poblacion
i
VPR g;?]-g.xx fg g'ggggg 5 glfog 0.081 0.0726 0.0033 0.0759
Sin TX 24 0.1036 NA
VPU Con TX 16 0.0852 0.00175 0.1 0.0944 0.0027 0.0971
VIF §§;TTXX fg 0600779: 5 gﬁ)g 0.0821 0.0762 0.00587  0.08207
TAT gg;?; f; gg%f > 0'\(')295 00730 |  0.0705 0.0044 0.0749
REV g(')rr']%(( ﬂ 03'123?19 22329 23629 |  1.82043 0.6011 242153
Sin TX 22 0.0893 NA
NEF contx 2] oeers Soooor Ot 03784 0.08603  0.46458
on . _
NA=No Aplica
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Diversidad promedio
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Grafica 10. Estimaciones del promedio de diversidad de los genes accesorios y reguladores del VIH sobre los pares de
secuencias de pacientes con y sin tratamiento. El calculo de la diversidad promedio dentro de cada poblacién, entre cada
poblacion y de toda la poblacion de las secuencias de cada gen se calcul6é segun (Masatoshi Nei y Kumar, 2000), dentro
del programa MEGA X (S. Kumar et al., 2018).
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Distancia Kimura 2-parametros
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Grafica 11. Estimaciones del promedio de la distancia evolutiva de los genes accesorios y reguladores del VIH sobre todos
los pares de secuencias de pacientes con y sin tratamiento. El calculo de la distancia promedio dentro de cada poblacion,
entre cada poblacion y de toda la poblacién de las secuencias de cada gen se calculé siguiendo el modelo de Kimura 2-
parametros, dentro del programa MEGA X (S. Kumar et al., 2018)
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Tabla 13. Resumen de los promedios de los puntajes de polimorfismo para cada sitio
funcional de los genes accesorios y reguladores del VIH en muestras de pacientes

con y sin tratamiento (TX).

Comparacion de los promedios de los puntaje del polimorfismo obtenidos
de los dominios funcionales de cada gen

ConTX SinTX Funcion
0 < 25 Miristilacion
NEF 3‘21%:6 : 8;25 Estabilizacion de NefIMHCI
3272 S : 896?.755 Internalizacion de CD4
98.68 > 41.12 Homo-multimerizaciéon
REV 54.62 > 21.48 Sitio de unién al RNA
58.5 > (SM2Z ¥l Exportacion Nuclear
TAT 19.2014 < 20.6111 Transactivacion
12.48 < 14.8 Localizacion nuclear, union al RNA
3 < 6.5 Sitio de unién a APOBEC3F
0 < pANH I Sitio de union a APOBEC3G
VIE 15.4 < 32.85 Sitio de uniona APOBEC3G y 3F
11.9375 < 15.62 Sitio de inibicion de APOBEC3F
20.33 < 30.05 Unién al RNA
0 < 43.9 Multimerizacién
VPR 19.1825 AR XS Homo-oligomerizacion
0 = 0 Q65, interaccion con DCAF1 para el arresto en G2
35.0115 < 45.5287 Dominio transmembranal
VPU 21.522 S X RCT 1SIC I Inhibicion de CD4
0 < 22 Fosforilacion de S52
23.3333 < 57 Fosforilacion de S56
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Discusién

Desde el descubrimiento del VIH (Barré-Sinoussi y col. , 1983), la naturaleza de este virus
ha sido estudiada desde muchos de los angulos que puedan incidir en la prevencion,
tratamiento o una potencial cura para esta enfermedad. Una de las principales
caracteristicas que presenta el VIH es la gran diversidad en su genoma, que tiene como
consecuencia, el evadir al sistema inmune y generar resistencia al tratamiento
antirretroviral. Los resultados de este trabajo proporcionan informacion sobre la diversidad
en los genes accesorios y reguladores del VIH en los pacientes que reciben o no tratamiento

farmacoldgico.

En los analisis iniciales de estos grupos de pacientes, los niveles de los de carga viral (CV),
carga proviral (CPV) y el conteo de linfocitos T CD4+, concuerdan con lo reportado por otros
estudios (Piliero, 2003; Romeu y col. , 1998; Ruiz y col. , 1996). Se observo una restitucion
del conteo de linfocitos T CD4+, cargas virales abatidas y baja cantidad de provirus,
mientras que el grupo de pacientes sin tratamiento y con falla a éste, mostraron parametros

contrarios.

La falla al tratamiento antirretroviral es un fendmeno multifactorial que tiene como principal
caracteristica, la deteccion del virus circulante (V. Miller y col. , 2000), donde existen
subpoblaciones virales diversas con la capacidad de evadir al sistema inmune y al efecto
de los antirretrovirales. La diversidad en los genes accesorios y reguladores del VIH se
observd en una mayor proporcion en los pacientes sin tratamiento, comparados con los
pacientes con tratamiento. Esta gran diversidad gendémica es donde actuan distintas
fuerzas selectivas (Lemey, 2009) que le dan al virus una ventaja evolutiva sobre su
hospedero, en el cual se manifiestan a lo largo del tiempo, signos y sintomas definitorios

del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA).

La nula amplificacion de los genes accesorios y reguladores en el grupo de pacientes con
tratamiento y con falla a este, fue debido a dos caracteristicas que presenta el virus: i) la

mayor parte del genoma viral es “defectuoso”, en el grupo de pacientes con tratamiento
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(Imamichi y col. , 2020; Michael y col. , 1995; Pollack y col. , 2017) y ii) la carga proviral en
linfocitos T CD4+; fue menor que en el grupo de pacientes sin tratamiento, lo que podria

explicar los intentos fallidos de amplificacion de los genes de interés.

En este trabajo se realiz6 el proceso de amplificacion y secuenciacion del provirus a partir
de un promedio de 919 copias provirales por cada 76,000 genomas celulares analizados,
unicamente en las muestras de los pacientes sin tratamiento. Aun no existen modelos
experimentales y/o estadisticos que nos permitan conocer la relacién existente entre la CPV
y la probabilidad de amplificacion y secuenciacion de parte o todo el genoma del provirus
existente en el reservorio. Esa informacion podria ser de utilidad para la investigacion clinica
y evolutiva de los virus que tienen la capacidad de integrarse al genoma de su célula

hospedera.

Debido a la nula amplificacion y secuenciacion de los genomas provirales en los pacientes
con tratamiento (con y sin falla), como una alternativa metodoldgica, se utilizaron
secuencias de pacientes con tratamiento, reportadas en la base de datos del GenBank (D.
A. Benson y col. , 2013), con el fin de realizar el analisis comparativo que fue dirigido
principalmente a las regiones funcionales de cada gen, las cuales son indispensables en el

ciclo de patogénesis viral.

La diversidad observada en las secuencias de los pacientes sin tratamiento es muy similar
a lo que se ha encontrado en los virus circulantes (Rossenkhan y col. , 2012; Shankarappa
y col. , 1999), con excepcidn del gen rev. En cambio, las secuencias de los pacientes con
tratamiento (GenBank), presentan una diversidad menor en relacion con el grupo de
pacientes sin tratamiento, lo que concuerda con lo descrito en otros estudios (van Zyl y col.
, 2018).

El tratamiento es el principal factor para que la diversidad del virus se vea afectada, con
una tendencia a disminuir (Kearney y col. , 2014; Maldarelli y col. , 2007; Palmer y col. ,
2008; Perelson y col. , 1997). Esto se debe a que la diversidad viral disminuye en la medida
que el tratamiento tiene un efecto en la capacidad de replicacién del virus (fitness viral), por
lo que la clonacion es el principal medio de propagacién (Simonetti y col. , 2016). Una

deduccion logica de la disminucidn de la diversidad es el funcionamiento nulo de las dos

Maestria en Biologia Experimental 2021 FRLL

Pégina98



I La TARGA Yy la diversidad de los genes accesorios y regulatorios del VIH-1 UAM-I / INCMNSZ

proteinas principales responsables de esta heterogeneidad: la retrotranscriptasa (RT) y la
enzima de edicion del ARN mensajero: apolipoproteina B (APOBEC), lo cual confirmamos

con los resultados obtenidos, en donde ponemos en evidencia la existencia de un mayor

polimorfismo genético en los provirus de los pacientes sin tratamiento.

En este trabajo se utilizé una cohorte transversal de muestras de pacientes, a diferencia de
otros trabajos en donde se realizan seguimientos longitudinales (Alcala y Vuilleumier, 2014;
Pérez-Losada y col. , 2017; van Zyl y col. , 2018). El analisis transversal nos muestra

solamente una “fotografia” o vision instantanea de las caracteristicas gendmicas de las

cepas circulantes en el momento de la recoleccion de las muestras.

La variabilidad gendmica de los virus es muy diferente a la de otros microrganismos, ya que
se observan mutaciones significativas a los largo de su genoma, sin afectar gravemente la
funcién de cada proteina (Sanjuan y Domingo-Calap, 2021). Esto sucede con los genes
accesorios y reguladores del VIH analizados en este trabajo como se observa en las
graficas de similitud (SimPlot), en donde la diversidad en los 6 genes estudiados se
distribuye a lo largo de todo el gen. Esta diversificacion nos llevé a analizar el polimorfismo
de los dominios funcionales de cada gen, en donde encontramos una diversidad mayor en
donde la diferencia es estadisticamente significativa (Tabla 15), lo que concuerda con otros
trabajos publicados (Rossenkhan y col. , 2012; Shankarappa y col. , 1999). Los hallazgos
que reportamos en este trabajo, tienen como excepcion al gen rev, sin embargo,
necesario dilucidar como la presion selectiva del tratamiento antirretroviral para el VIH
incide en la diversificaciéon del gen rev y asi, conocer como y con cual tratamiento

farmacoldgico se incide mas en esta diversificacion y que implicaciones clinicas tendria.

Hasta el momento, no se han reportado investigaciones que nos expongan las diferencias
genomicas como las propuestas en este trabajo, debido a esto, no podemos comparar
nuestros resultados con lo que se ha publicado en este tema. Por lo que consideramos que
este tipo de estudios pueden expandirse y modificarse para diferentes poblaciones vy
condiciones experimentales y epidemiolégicas, de tal forma que nos permita obtener una

informacion mas precisa del impacto selectivo que tiene el tratamiento farmacoldgico en los

genes accesorios y reguladores del VIH.
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Conclusiones

La diversidad gendmica de los virus, es impulsada por las mutaciones, fendmenos
bioldgicos que son utilizados por la seleccion natural, asi como la deriva génica y que da
como consecuencia la evolucion viral como un fendmeno de propagacion de la especie en
un ambiente muy complejo, donde el sistema inmune y el tratamiento farmacolégico tienen

un papel preponderante en la gendmica viral de pacientes con y sin tratamiento.

En el caso del VIH, existen variantes de analisis que aun faltan por explorar, como es el

analisis gendmico de los provirus de pacientes sin y con tratamiento.

Este trabajo, aporta informacién util de los genes accesorios y reguladores del VIH para la
comprension sobre su diversidad, en pacientes mexicanos que no habian recibido
tratamiento al momento de la toma de muestra sanguinea y en pacientes de otros paises

que recibieron tratamiento antirretroviral.

Las herramientas experimentales a nuestro alcance, nos dieron una informacién genémica
del virus que permitié comprobar la hipotesis planteada en este trabajo y poder concluir que
los genes accesorios y reguladores del provirus del VIH en pacientes mexicanos sin
tratamiento, son comparativamente mas diversos comparada con los de los pacientes

tratados.

Una consecuencia logica de la comprobacion de esta hipétesis, es el papel preponderante
y decisivo que tiene el TARGA en la disminucion del tamario del reservorio, medido como

CPV, y en la disminucion de la diversidad de los genes accesorios y reguladores del VIH.

Una excepcidn a la hipotesis planteada, fue el gen rev de los pacientes con tratamiento,
que presentd una mayor diversidad, distancia y polimorfismo que los pacientes sin
tratamiento. Sin embargo, este resultado hay que tomarlo con reserva, ya que es
indispensable realizar mas trabajos que lo corroboren. Esta variabilidad no influye de forma
evidente en el las caracteristicas clinicas (CV, CPV y CD4+) de pacientes, debido a que se

comportan conforme a lo esperado en pacientes que reciben tratamiento antirretroviral.
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Aunque la variabilidad de los genes accesorios y reguladores del VIH en pacientes sin
tratamiento es mayor, la diversidad, en las regiones gendmicas de los dominios funcionales
de cada gen, no influyd en la propagacion del virus. Esto se corroboré al cuantificar la carga

viral circulante y no se obtuvo un resultado diferente al esperado.

Hasta el momento de la escritura de este trabajo, no se encontré6 ninguna publicacion
relacionada con el enfoque del analisis gendbmico de los genes accesorios y reguladores

del VIH que se realizé en esta tesis.

Perspectivas

Se considera que la ampliacion de este trabajo con cohortes longitudinales de pacientes
con diferentes caracteristicas clinicas, nos permitira realizar un analisis evolutivo mas
preciso con respecto al tiempo desde el primer dia de inicio del TARGA. Los diferentes
escenarios bioloégicos y clinicos de los pacientes como son la falla al tratamiento por
diferentes causas, cambio del tipo de esquema de tratamiento o suspension del tratamiento,
nos permitirian observar polimorfismos gendmicos que expliquen un posible patrén de
comportamiento y de esta manera se podria tener un modelo de prediccidon biologica,
evolutiva y clinica del VIH y que a su vez se pueda aplicar a otros virus de RNA que

incorporen su material genético al nucleo de su célula hospedera.

Para lograr lo anterior se necesitaria la aplicacidon de nuevas técnicas moleculares, tales
como la secuenciacion profunda, la clonacién in vitro, la propagacion de cepas virales
aisladas y modelos celulares de infeccion, para dilucidar sobre las posibles vias de
evolucion viral in vitro e in vivo. El uso de herramientas informaticas (software y hardware)
con suficiente potencia para el analisis de una gran cantidad de datos que per se son

obtenidos en los estudios gendmicos, evolutivos y epidemioldgicos, seria de gran utilidad.
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Glosario

Analyze Sequence Variation (SNP) EI SNP es un algoritmo de computacion
(https://www.viprbre.org/bre/snpAnalysis.spg ?method=ShowCleanInputPage &decorator=hepe)
que se utiliza para analizar el polimorfismo en secuencias de nucledtidos o0 aminoacidos,
asi como calcular la secuencia consenso. El puntaje obtenido en cada posicion de la
secuencia de nucleottidos se calcula con base en la ecuacion: § = —100 * X (Pi x log, Pi)
donde Pi es la nssima frecuencia de cada nucleétido (Crooks y col. , 2004). S (score) tiene
un rango que va desde 0 el cual es la carencia de polimorfismo y 232 que es el maximo
polimorfismo posible.

Conférmero [conformacional+isémero] (Def. bioquimica) Estado particular de plegamiento
o conformacién de una proteina. Las proteinas presentan de forma intrinseca “desordenes”
estructurales, que se incrementan en la medida que también se incrementa la complejidad
del organismo. Muchas de las proteinas virales muestran un desorden parcial o completo,
lo que les da cierta ventaja conformacional y con ello se favorece la interaccion con un
mayor numero de biomoléculas que las proteinas con una conformacion rigida. Las
proteinas que codifica el genoma del VIH, presentan un desorden intrinseco, tal es el caso
de tat que es una proteina predominantemente no estructurada (Ali y col. , 2021; dictionary,
2021).

CyP A. (Cyclophilin A) proteina implicada en el doblamiento y/o transporte intracelular de
proteinas. Para evitar una infeccién aguda por el VIH, se ha demostrado que el
medicamento ciclosporina A (CsA) que se une a CyP-A y tiene una potente actividad
inmunosupresora que inhibe competitivamente la unién de CyP-A a la capside (CA) y con
ello, se bloquean las primeras etapas de la infeccion por VIH, antes o durante el proceso
de reverso-transcripcion del RNA viral. Una posible explicacion es que CyP-A promueve la
desestabilizacion de la nucleocapside viral. Una hipotesis alternativa es que CyP-A, puede
inhibir estéricamente las interacciones dentro de la red hexamérica que forma la
nucleocapside (Fassati, 2012).

CPSF6 (Factor de especificidad de escision y poliadenilacion 6). La integraciéon del VIH se
ve favorecida en genes activos y regiones cromosémicas enriquecidas de la célula
hospedera, maximizando asi la probabilidad de expresion del provirus inmediatamente
después de la integracion. Esto requiere del CPSF6, una proteina celular involucrada en el
procesamiento final del pre-ARNm 3" que se une a la capside del VIH-1 y conecta a los
complejos de preintegracién del VIH-1 con las vias de trafico intranuclear que vinculan la
integracion con la cromatina transcripcionalmente activa. Se ha descrito que durante la
replicacion del VIH, la interaccion de la capside con CPSF6 mejora la entrada al nucleo y
potencia la integracion del VIH. La importancia de la unién a la capside con CPSF6 y la
importacion nuclear de CPSF6 que es mediada por TNPO3 (Transportina 3), que son las
responsables de retener la union de la capside, radica en su desacoplamiento que conduce
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al desvanecimiento de la nucleocapside viral dando lugar a una transcripcién inversa

defectuosa y por ende a una infeccion abortiva (Rasheedi y col. , 2016).

Distancia genémica. Cuando dos secuencias de ADN provienen de una misma secuencia
ancestral, las secuencias de los descendientes gradualmente divergen debido a la
sustitucion de los nucleétidos. Esta distancia se puede cuantificar por diferentes métodos
de sustitucion de nucledtidos (p.ej. Jukes-Cantor, Kimura, Tamura-Nei, etc.) (Masatoshi Nei

y Kumar, 2000)

Diversidad Promedio. Promedio de la diferencia de nucleétidos por sitio entre las

secuencias (M. Nei y Li, 1979).

Epistasis. Cualquier forma de interaccion entre genes (Whitlock y col. , 1995).

ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required to Transport). Complejo endosomal
ordenado requerido para el transporte. Este complejo proteico es secuestrado durante la
salida del VIH en la superficie de la célula infectada, catalizando la escision de la membrana

celular y viral (Ahmed y col. , 2019).

Falla al TARGA. Debido a que el criterio de inclusion para un paciente con falla al TARGA
es con una CV detectable, se considera que el tiempo en falla es el que tiene el paciente

para presentarse a su consulta, que por protocolo es cada seis meses.

Filogenia. El propdsito de la reconstruccion filogenética es tratar de inferir las relaciones
de parentesco o de ancestria-descendencia de un conjunto de datos representativos de
entidades bioldgicas. Estos datos representativos pueden ser secuencias de nucledtidos o

aminoacidos (Eguiarte, 2007).

ICAM-1 La molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) es una glicoproteina que participa
en las respuestas inflamatorias e inmunitarias. La glicoproteina celular ICAM-1 unida al
VIH es biolégicamente activa y funcional, por lo que puede mediar la captura y transmision
eficiente del VIH a las células de destino que expresan e interactuan con la proteina LFA-
1. Esta interaccién promueve la union y la entrada en las células del VIH, lo que resulta en

un aumento significativo en la infectividad del virus (Yu y col. , 2020).

Integrinas Las integrinas son una superfamilia de receptores de adherencia celular que
desempeinan un papel central en la biologia de los metazoos, controlando la adhesion
celular a la matriz extracelular, la migracion celular, el crecimiento, la diferenciacion y la
apoptosis. Las integrinas son un ejemplo de receptores fisiolégicamente importantes que
han sido utilizados por los virus para la atraccion y / o la entrada a su célula blanco, incluido
el VIH; mediante la interaccion con la proteina gp120. La integrina o437 del receptor
intestinal (gut-homing) puede servir a su vez como receptor y molécula de sefalizacion
para el VIH. La afinidad especifica de la gp120 para la o437 proporciona un mecanismo
para el virus que utiliza para elegir como blanco a la célula activada y que es critica para la
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propagacion eficiente y la diseminacion del virus después de una transmision sexual
(Ballana y Esté, 2014)

MX2 (Myxovirus Resistencia 2) es un inhibidor de la infeccion por VIH inducido por el
interferébn. MX2 inhibe la importacion nuclear del VIH, o desestabiliza el ADN del VIH
nuclear. MX2 es un efector de la actividad anti-VIH del IFN-I. Se ha sugerido que MX2 inhibe
la infeccion por VIH al inhibir la importacion nuclear de complejos sub-virales dependiente
de la capside (Kane y col. , 2013).

TRIMS (The tripartite motif) reconoce e intercepta a los retrovirus entrantes, al unirse a la
nucleocapside viral. Existen modelos que muestran la estabilizacion directa de la
nucleocapside cuando se une a TRIMS y/o al sistema de reclutamiento dependiente de la
ubiquitina de la maquinaria de degradacion celular (Ganser-Pornillos y Pornillos, 2019).
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