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UAM-I
RESUMEN

Introduccion: El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) es capaz de
establecer un reservorio viral de forma estable en el genoma celular y formas
episomales de su genoma en diferentes poblaciones celulares, en particular aquellas
que expresan el receptor CD4+ y los correceptores virales CXCR4 y CCRS5, los
cuales determinan su tropismo. Estas poblaciones son infectadas durante distintas
etapas de la enfermedad situandose como blancos de estudio ya que presentan
diferentes caracteristicas que determinan el proceso de patogénesis, el desarrollo de

la enfermedad y la generacion de reservorios de larga duracion.

Objetivo: En este trabajo se desarrollé y se estandarizé un método para cuantificar
al genoma proviral y la forma episomal 2-LTR del VIH-1 en muestras de pacientes
con tratamiento antirretroviral y se evalué la diferencia entre el reservorio establecido

por el virus de acuerdo con su tropismo proviral.

Metodologia: Para la cuantificacion de la carga proviral se emplearon
oligonucledtidos dirigidos a las secuencias Alu, usadas como un ancla molecular y un
oligonucledtido dirigido a una zona conservada en el gen gag para diferenciar la
forma proviral de las episomales. Las células 8E5 que contienen una sola copia del
genoma viral, se utilizaron como un estandar para la carga proviral (CP). Para la
forma circular 2-LTR se us6 un plasmido con la secuencia de unién que abarca 513
pb. Para diferenciar entre las formas circulares, se construyeron de forma sintética

dos plasmidos con las secuencias correspondientes a 1-LTR y 2-LTR. Una vez
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establecidas las curvas patron, se analizaron 123 muestras de pacientes infectados
con el VIH-1 y viremia controlada por la aplicaciéon de un esquema farmacoldgico
supresor. Las muestras analizadas se clasificaron en dos grupos de acuerdo con su

tropismo y se determind la carga proviral y episomal para su comparacion.

Resultados: Se construyeron curvas patrén para la determinacion de la carga
proviral y episomal 2-LTR, sin embargo no fue posible diferenciar la forma circular 1-
LTR posiblemente por su alto grado de homologia con las otras formas del genoma
viral. Las curvas patrén se utilizaron para la cuantificacion de la CP y 2-LTR en dos
grupos de estudio de aislados virales con tropismo para linfocitos T (X4) y para
monocitos y macréfagos (R5). Se encontré una mayor CP y episomal 2-LTR en las
variantes virales con tropismo R5 en comparacion con las variantes X4 y la diferencia

fue estadisticamente significativa con una p=0.027 y 0.00008 respectivamente.

Conclusiones: Se desarroll6 un método para la determinacion cuantitativa de la
carga proviral y episomal 2-LTR del VIH-1, que es reproducible y con un rango de
sensibilidad amplio de deteccién de 1x10* a 1x10° y 1x10° a1x10! respectivamente,
por lo que se puede proponer su uso como una herramienta para el seguimiento
clinico de los pacientes infectados con el virus y para el estudio del reservorio. Asi
mismo se evalud la diferencia entre carga proviral y episomal en muestras con
tropismo proviral (X4 y R5) donde se mostro que el tropismo R5 tuvo una mayor

carga proviral y 2-LTR respecto a X4.
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INTRODUCCION

Epidemiologia de la infeccion por VIH en México y en el mundo

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) se produce por la infeccién del
Virus de Inmunodeficiencia Humana 1 (VIH-1), identificado en 1983 por el Dr. Luc
Montagnier y Fracoise Barré-Sinoussi.! Se han identificado tres vias de transmision
del VIH-1: la sexual, la sanguinea y la perinatal; sin embargo, el 80% de los adultos
adquieren el VIH-1 después de la exposicién de sus superficies mucosas, por lo que
se considera principalmente como una enfermedad de transmisién sexual.?

Existen dos tipos principales del VIH: el VIH-1 que prevalece en todos los continentes
y es responsable de la pandemia mundial y el VIH-2 que se presenta principalmente
en Africa occidental.®> De acuerdo con el dltimo reporte del 2014 del Programa
Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (mas conocido por el
acronimo ONUSIDA), se estima que en el 2013 existian 35 millones de personas que
vivian con el VIH-1 y alrededor de 1.5 millones de personas en todo el mundo,
fallecieron por causas relacionadas con el SIDA. En México, la prevalencia de la
infeccion por el VIH-1 es del 0.24% en la poblacién general. En el 2013 ONUSIDA
estim6 que en México habia aproximadamente 180,000 personas que vivian con el
virus, se reportaron 9,300 nuevas infecciones en adultos y en nifios y ocurrieron
aproximadamente 5,600 defunciones por SIDA.* Por otra parte, el Gltimo reporte

realizado por el Centro Nacional para la Prevencion y el Control del VIH y el SIDA
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(CENSIDA) al cierre del 2014, notificO que en México existia un total de 228,200
casos de VIH/SIDA notificados en el periodo 1983-2014, de los cuales se reportaron
174,564 casos de SIDA, 119,200 casos (52.2%) estaban vivos y se agruparon como
seropositivos (53,636 casos) y personas que viven con SIDA (65,975 casos). Se
estima que del total de casos de personas seropositivas para el VIH-1, el 77% son
hombres y el 23% son mujeres.®> Aunque la infeccién por VIH-1 se ha convertido en
una enfermedad tratable y crdnica, sigue siendo un problema de salud publica

importante en México.”
Clasificacion y morfologia del VIH-1

El VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae subfamilia Orthoretrovirinae y el género
Lentivirus.® La familia de los retrovirus se caracteriza por la transcripcién reversa del
genoma del ARN viral en ADN de doble cadena (dc) y su integracion en el genoma

de la célula hospedera por la enzima viral “integrasa”.’

Con respecto a su morfologia, la particula del VIH-1 mide 100 nm de diametro, es de
forma esférica y estd envuelto con una bicapa lipidica que toma de la célula
hospedera. El genoma del VIH-1 consta de aproximadamente 9.8 kb, esta constituido
por dos copias de ARN de cadena sencilla lineal, de polaridad positiva, en el sentido
5 - 3’y flanqueado por dos repeticiones terminales largas (LTR). El genoma del VIH-
1 codifica para 9 genes que producen 15 proteinas.” Consta de tres genes
principales, el gen gag que codifica para las proteinas de la matriz y de la capside

(p24); el env, para las proteinas de la envoltura (gpl20 y gp4l); el pol, para las
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enzimas transcriptasa reversa, proteasa e integrasa y seis genes accesorios vif, vpr,

rev, vpu, tat y nef, necesarios para su replicacién (Figura 1).°

Marco de lectura
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Figura 1.- Estructura del genoma del VIH-1. Se muestran los tres genes principales del virus gag, pol y env en
azul, naranja y rosa respectivamente y los genes accesorios vif, vpr, tat, rev, vpu y nef. Asimismo se aprecian las
regiones LTR 5’y 3’ en color gris que flanquean a los genes virales.

Ciclo de replicacion del VIH-1

La entrada del VIH-1 en la célula se produce mediante la interaccién secuencial con
dos receptores, CD4+, que es el receptor principal para el virus y los receptores de
guimiocinas CCR5 y CXCR4, que son los receptores secundarios o correceptores. La
interaccion inicial se produce entre gpl20 y CD4+ e induce cambios
conformacionales que exponen al dominio V3 de gpl120 y regiones adyacentes que
forman el dominio de union de la glicoproteina gpl20 a los receptores de
quimiocinas.® Posteriormente ocurre un rearreglo conformacional de la glicoproteina
gp41 que ocasiona la aproximacién y fusion de la membrana viral con la celular. Una
vez fusionadas las membranas viral y celular, se produce la internalizacion de la
nucleocapside y sucede la decapsidacién del genoma viral.® En este proceso, las

proteinas de la capside se desensamblan y liberan al genoma.'® Posteriormente el
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complejo enzimatico de la transcriptasa reversa realiza el proceso de sintesis del
ADN de doble cadena (ADNdc) a partir del ARN viral. Tras la conversion del ARN se
produce el complejo de pre-integraciéon (CPI) que contiene ADNdc, proteinas virales
incluyendo a la integrasa, vpr y las proteinas del huésped como HMGAL y BAF.}4
El CPI es transportado al nucleo, donde se integra el ADN de doble cadena viral en

el ADN del hospedero; constituyendo la forma proviral del VIH-1.*

El genoma viral se integra preferentemente en la cromatina activa a nivel
transcripcional.’®!’ Los genes virales que se expresan a través de factores de
transcripcion del huésped, y la sintesis de la proteina viral Tat que favorece la
transactivacion del promotor viral en LTR, garantizan la transcripcion de los genes
virales integrados en el genoma del huésped y por ende a la sintesis de las proteinas

virales conduciendo a la finalizacién del ciclo de replicacion viral (Figura 2).*’

El factor clave para promover el ciclo de replicacion viral es la activacion de las
células TCD4+, de lo contrario la transcripcion reversa se produce de forma
incompleta ya que depende de los niveles de nucleétidos y de la accion de factores
celulares que se inducen en el curso de la activacion y de la proliferacion celular. Si
la activacion no se produce, el ARN y el ADN retrotranscritos parcialmente, se

degradan entre 3y 15 dias por las nucleasas celulares.®
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Figura 2.- Ciclo de replicacion del VIH-1 La infeccion dada por el VIH-1 en la célula hospedera se lleva a cabo
mediante interaccién gp120 y el receptor CD4 seguido de la union de gp4l y el correceptor CXCR4 o CCR5
segun sea la célula infectada. Inmediatamente después se lleva a cabo la descapcidacion del genoma viral y el
ciclo continua con la retrotranscripcion de su material genético y su posterior translocaciéon al ndcleo para su
integracion. El genoma no integrado es circularizado y degradado. Una vez integrado el genoma viral se inicia la
transcripcion y traduccion de sus genes para la formacion de nuevas particulas virales, los genes accesorios dan
lugar a proteinas virales capaces de regular la expresion viral y la activacion celular asi como la desregularizacion
de receptores celulares tales como MCH-1, CD4 y CXCR4/CCRS5. . (Figura tomada y adaptada de Sloan y col.,
2011)"

Tropismo viral

La primera fase del ciclo de replicacion viral, se inicia con la adhesion de virus a la
célula huésped y termina con la fusion de la membrana de la célula y la membrana

viral, con la posterior entrega de la nucleocapside viral en el citoplasma. La
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I

interaccion del VIH-1 con las células blanco involucra una union secuencial de la
proteina viral gp120 con el receptor CD4 y un correceptor de quimiocinas CCR5 o el

CXCR4 (Figura 3). %°

....?f;ﬂ.’... C XK C) ..r-v
4 y

PO T célula

Receptor de Receptor de bl anco
citocinas citocinas C

Figura 3.- Mecanismo de entrada del VIH-1. La entrada requiere inicialmente de la union del trimero de gp120 al
CD4 presente en la membrana plasméatica de la célula huésped. Esta interaccién desencadena un cambio
conformacional en gp120, que resulta en la exposicion del bucle V3. Este bucle se acopla posteriormente al bucle
extracelular (ECL por sus siglas en ingles “extracelular loop”) de cada uno de los dos receptores de las
quimiocinas y correceptores para el VIH-1, CXCR4 (ECL-2 a la izquierda) o CCR5 (ECL-1 a la derecha). La carga
total del bucle V3 determina el uso del correceptor, de tal forma que las cargas idnicas mas positivas son usadas
por el virus X4. (figura tomada y adaptada de Aiamkitsumrity col., 2014) ?

La subunidad gpl20 es responsable de la unién al receptor y contiene cinco
dominios relativamente conservados (C1-C5) y cinco bucles variables (V1-V5),
llamados asi por su heterogeneidad genética. Cada una de las regiones variables se

compone de una estructura de bucle formado por un enlace disulfuro, con la
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excepcion de V5. Los bucles variables se encuentran predominantemente en la
superficie de la gp120 y juegan un papel critico en la evasion inmune y la union del
correceptor, en particular el bucle V3, siendo este el siguiente paso para la infeccion,

considerado como el disparador que activa la fusién de membranas. %

Las cepas del VIH-1 se pueden clasificar en funciéon de su uso del correceptor,
también definido como el tropismo viral en: I) virus Macrofago/monocitotropicos (usan
al receptor CCR5 o virus R5) sin formacién de sincicios, Il) Linfotrépicos (usan al
correceptor CXCR4 o virus X4) con formacion de sincicios o Ill) con tropismo doble

(capaces de usar ambos correceptores).??

Varios analisis genotipicos han determinado que la carga electroestatica total de la
region V3 es el principal determinante que puede predecir el tropismo. Los virus X4 o
R5 tienen diferentes cargas electroestaticas en los residuos presentes en el dominio
de V3. Los virus R5 mantienen cargas entre +2 y +4 reflejado por la presencia de
aminoacidos basicos (arginina y lisina) y aminoacidos acidos (aspartato y glutamato).
En contraste los dominios de V3 en los virus X4 tienen cargas netas mayores 0

iguales a 5 formados frecuentemente por aminoéacidos basicos.??

Las variantes virales X4 y R5 infectan células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs por sus siglas en inglés), en particular las variantes R5 infectan células
como monocitos, macrofagos y linfocitos T que expresen CCRS5, las variantes X4

preferentemente infectan a linfocitos T pero no a monocitos y macrofagos. Los virus
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con tropismo dual infectan a ambos tipos celulares que expresen CCR5 y CXCR4

(Tabla 1).%

Tabla 1.- Blancos celulares y correceptores para variante viral y carga neta del dominio V3 de gp120. (Tabla
tomada de Goodenow y col., 2003).%

Fenotipo viral Correceptor PBMC MDM MT2 Carga de V3
R5 + + - <4

X4y R5 + + + 25
X4 + : + 25

Generalmente los virus R5 predominan en la infeccién temprana en el 80 a 90% de
los individuos infectados y que inician el tratamiento antiviral. En cambio durante la
etapa cronica de la infeccion, predomina una mezcla de poblaciones virales R5 y X4
gue se encuentran en mas del 50% de los infectados y que reciben terapia
antirretroviral altamente activa (TARAA).? ?* Las variantes de virus X4 son mas
patogénicas y virulentas respecto a las R5, se presentan en la etapa tardia de la
infeccion y estan asociadas con bajos niveles de células T CD4+ y altas cargas
virales, en esta etapa ocurre una rapida progresién a SIDA.?® Los mecanismos que
subyacen a la ventaja selectiva del establecimiento de los virus con tropismo R5 adn
se desconocen, aungque se ha demostrado que las células blanco que determinan el

establecimiento de la infeccién inicial preferentemente expresan al receptor CCR5.%°
Determinacion del tropismo proviral

La gran mayoria de las personas infectadas con el VIH-1 y que reciben tratamiento
antirretroviral mantienen la carga viral indetectable o con niveles muy bajos del ARN
viral en el plasma.?® En general, para garantizar la obtencion de un resultado positivo,

la prueba de tropismo requiere de al menos 1,000 copias/ml de ARN viral en plasma,
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suero o sobrenadante de cultivo.?’ Cuando se requiere determinar el tropismo en
muestras de individuos que reciben tratamiento y que por lo tanto, tienen niveles de
carga viral indetectables, el tropismo es determinado del genoma proviral del VIH-1
integrado en las PBMCs. La determinacion del tropismo se realiza mediante la
amplificacion por PCR y la secuenciacion de la region V3 de gpl20 mediante la

técnica de Sanger. %28
ADN viral no integrado

La integracion del genoma viral en la cromatina huésped es el sello distintivo de la
replicacion retroviral, sin embargo, durante la infeccién natural por el VIH-1, existen
diversas formas de ADN viral no integradas o episomales que se encuentran con
frecuencia (Figura 4).%° *° Este ADN viral episomal surge cuando el ADNdc viral no

llega a integrarse en el genoma del huésped y puede ser de dos formas:

» ADN circular no integrado que puede ser de dos tipos:
v" 1-LTR circular: se encuentra en un 90% en el nucleo y el restante en el
citoplasma 3!, se forma a través de la recombinacién homéloga de los
LTR del ADN lineal, lo que resulta en la forma circular que lleva sélo
una copia de la LTR y retrotranscritos incompletos que portan un sélo
LTR.
v' 2-LTR circular: gue contiene la longitud completa del ADN viral y ambos

LTR unidos en el nucleo por sistemas de reparaciéon del ADN como
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I

respuesta de proteccion de la célula hospedera en presencia de ADNdc
foraneo.
» ADN lineal: Unico precursor del ADN proviral que contiene el genoma viral

completo flanqueado por dos LTR.

ADN linear

I 1D

D
EllelNe

_ - Circulo 1-LTR Circulo 2-LTR
Auto-integracion
interna

Degradacion

VAVAVAN-. = VAV AV/AN

ADN viral integrado “Provirus”

Figura 4. Formacion de las distintas estructuras del genoma viral. Después de la retrotrasncripcion el ADNdc viral
lineal es traslocado al nucleo donde se establece en diferentes formas. La integracion del ADNdc viral (provira)l
es la forma més estable, sin embargo distintos mecanismos como auto-integracion del genoma viral,
recombinacién homéloga de los LTR o por mecanismos de reparacion del ADN (indicado en rectangulos naranja)
pueden conducir distintas conformaciones episomales como 1-LTR y 2-LTR (rectdngulos rojos), el ADNdc lineal el
cual es degradado casi inmediatamente por nucleasas celulares (rectangulo rosa) y las autointegraciones
(rectéangulos color gris). (Figura tomada y adaptada de Sloan y col. 2011)19

La estabilidad de los distintos tipos del genoma viral con relacién al ADN proviral se

representa a continuacion.
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ADN viral integrado>ADN circular no integrado 1-LTR y 2-LTR> ADN lineal no

integrado.

El ADN no integrado representa a la fraccion mas grande del ADN del VIH-1 en el
nucleo de células T-CD4+ en reposo y activadas. Experimentos realizados in vitro
demuestran que la mayor parte del ADN viral circular es de tipo 1-LTR y una
pequefa cantidad de 2-LTR.% ** Gracias a la facilidad para cuantificar el ADN viral 2-
LTR, se propone que esta forma circular podria utilizarse como un marcador de la
infeccién reciente debido a su estabilidad observada in vitro e in vivo **. Ademas, se
ha demostrado que las formas 2-LTR son incapaces de dirigir una infeccion

productiva.®

La funcion del genoma viral no integrado, cuando aun no hay integracién del genoma
viral con el genoma del huésped, es la transcripcién de los genes virales.*® 3" Se ha
descrito que todos los tipos de ADN no integrados podrian servir como plantillas
transcripcionales antes de que exista una forma proviral y que en particular las
formas circulares 1-LTR, pueden conducir a altos niveles de expresion de las
proteinas virales.® Las formas circulares poseen una actividad transcripcional mas
baja que la forma proviral integrada, debido a la posicién de la region LTR en su
estructura, sin embargo la forma circular de 1-LTR es mas activa que la forma 2-LTR.
Esta diferencia parece ser debido a la interferencia entre las dos LTR de esta
tltima.® Este hallazgo, aunado a la observacién de que hay un nimero relativamente
alto de los circulos 1-LTR en comparacion con las otras formas no integradas,

implica que éstos podrian ser un contribuyente importante para la transcripcion, lo
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gue sugiere que pueden contribuir activamente a la cantidad total del virus producido,

es decir, pueden ser consideradas como un reservorio viral.*®

Tratamiento antirretroviral

El objetivo de la terapia antirretroviral es reducir la carga viral al minimo con el fin de
detener la progresion de la enfermedad y restaurar la actividad inmune. Los farmacos
antirretrovirales actuales actian sobre distintas proteinas virales necesarias para la
replicacion o la entrada del VIH-1 a la célula (Figura 5). Los antirretrovirales se

clasifican en 5 grupos de acuerdo con su mecanismo de accion

» Inhibidores de la transcriptasa reversa (ITR), la enzima necesaria para la
sintesis del ADN viral.

» Inhibidores de la enzima proteasa (IP) necesaria para la escision de un
polipéptido precursor que constituye las particulas virales.

» Inhibidores de la fusion entre el virus y la membrana celular.

» Inhibidores de la integrasa, una enzima necesaria para la integracion del ADN
viral dentro del ADN cromosémico de las células huésped.

» Inhibidores de entrada que actian en el correceptor CCR5 e impiden la unién

del virus a la membrana celular.

El uso de combinaciones de tres o cuatro farmacos o mejor conocido como TARAA
ha sido muy efectivo para controlar la replicacion del VIH-1 y tiene un efecto profundo
en el prondstico de la infeccion.®® TARAA es eficaz en la supresion de la carga viral

plasmatica del VIH-1, reduciéndola eficazmente a menos de 40 copias/ml, el limite de
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deteccion de los ensayos mas aprobados y ha sido capaz de restaurar a niveles
optimos, a los linfocitos T-CD4+, para evitar infecciones por patégenos oportunistas.
Sin embargo esta terapia no es capaz de eliminar por completo al VIH-1 de los
pacientes infectados debido a la presencia de los reservorios virales en los linfocitos
T-CD4+, macréfagos y monocitos, donde los antirretrovirales no tienen acceso *° Se
ha demostrado que la replicacion viral que continla en los pacientes con TARAA

también puede contribuir a la estabilidad del depésito proviral.*®

Inhibidores de
entrada y fusién
Enfuvirtide (ENF) Viriones
VIH Maraviroc (MRC) / maduros

Inhibidores de la
retrotranscriptasa

CCR5
co-receptor

NRTIs CD4

Analogos pirimidicos

Saquinavir (SQV)
Ritonavir (RTV)
Indinavir (IDV)
Nelfinavir (NFV)

Zidovudine (AZT)
Stavudine (d4T)

Proteinas
virales

Cytidine a oge
Lamivudine (3TC)

\ Inhibidores de
\ la proteasa

Amprenavir (APV)

Zalcitabine (ddC) S
¢ Lopinavir (LPV)
Emtricitabine (FTC) :
TV,
Analogos purinicos Fo:at?nz:rr;ar\:\'li(rA('A;Vj
Guanosine analogue Tipranavir (TPV)
Abacavir (ABC) Darunavir (DRV)
Tenofovir d:soprdx-l Integracion i
fumarate (TDF) \,W nuclear

Didan&iné (ddl)

NNRTIs
Efavirenz (EFV)
Nevirapine (NVP) Inhibidores de
Delavirdine (DLV) integrasa
Etravirine (ETR)

Raltegravir (RGV)

TRENDS in Pharmacological Sciences

Figura 5.- Antirretrovirales dirigidos a interrumpir el ciclo viral. Se muestran los Principales farmacos usados y el
proceso viral que inhiben. (figura tomada y adaptada de Apostolova y col. 2011). !

Aun con TARAA existe una viremia residual en plasma que puede variar entre 1-39
copias/mililitro dependiendo de la sensibilidad de la prueba de carga viral. *® Se ha

descrito que las células NK, los monocitos y linfocitos T son el principal reservorio de
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larga duracién del VIH-1.%*? Estos reservorios son importantes para la progresion de
la enfermedad ya que una vez que se retira el tratamiento, la carga viral aumenta en
unas pocas semanas, a niveles similares a los que presentan los pacientes virgenes
al tratamiento antirretroviral.*® Teniendo en cuenta la vida media de las células T-
CD4+, con infeccion latente, se estima que se necesitarian alrededor de 60 afios

para agotar el reservorio viral principal.**

Cuantificacion del genoma proviral y episomal

En la actualidad se han descrito dos marcadores de la progresion a SIDA en la
infeccion por el VIH-1: la determinacion de la carga viral, definida como el nimero de
virus libres en el plasma y el conteo de linfocitos T CD4+. La carga viral plasmatica
determina el riesgo de progresion a SIDA o muerte, mientras que el conteo de los
linfocitos T CD4+ indica el deterioro del sistema inmune del paciente.* Una vez que
se ha administrado la terapia antirretroviral, la carga viral en plasma disminuye a
niveles no detectables y el conteo de linfocitos T aumenta hasta mantenerse estable
y aparentemente normal, por o que es necesario otro marcador que pudiera ser de
utilidad para el diagndstico clinico y la progresion de la enfermedad. Una herramienta
atil para esto es la determinacion de la carga viral proviral, ya que proporcionaria
informacion valiosa acerca del virus presente en los reservorios, donde los antivirales

no pueden actuar.

Una vez que el virus ha entrado a la célula hospedera y completa su ciclo de

replicacion en ella, la proporcién relativa del genoma integrado respecto a las formas
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no integradas o episomales pueden variar de 1:1 a 1:100 in vitro *°, mientras que la
proporcién de las células que contienen formas no integradas del genoma viral in
vivo durante la terapia antirretroviral se mantienen muy bajas en comparacion con el

momento del inicio del tratamiento. *’

Las formas circulares 1-LTR y 2-LTR no son capaces de producir una infeccion viral,
sin embargo conservan la capacidad de mantener la expresion de las proteinas
virales, particularmente por 1-LTR. La mayoria de los estudios estan enfocados a
cuantificar todas las formas de ADN viral y se ha descrito que niveles altos de éste
estan asociados con una rapida progresiéon a SIDA. Aungue la cuantificacion del
genoma integrado total y 2-LTR de manera simultdnea en correlacion con otros
marcadores, puede proporcionar mayor informacién sobre la replicacion viral ain con
TARRA.* Tsiara y col. en 2012 realizaron un estudio de meta-analisis que confirma
gue el ADN viral es el mejor predictor de la infeccién por el VIH-1, incluso mejor que
el ARN viral en el plasma. *° Por lo tanto el genoma viral puede ser un potencial
indicador para la iniciacién del tratamiento antirretroviral en pacientes virgenes a

tratamiento y para el monitoreo de estos farmacos. *°

Debido a la presencia de los reservorios virales y de los tipos diferentes del ADN viral
en las células hospederas, se han desarrollado ensayos para la cuantificacion del
ADN proviral del VIH-1 mediante PCR convencional o de punto final y PCR en tiempo
real.”® La mayoria de estos ensayos se basan en la cuantificacién del ADN viral total
en los reservorios celulares y se centran en las PBMCs, debido a que no son

fraccionadas en subtipos celulares, lo cual ofrece un ensayo con mayor rendimiento
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escalable para el depdsito latente.® Sin embargo estrategias recientes permiten
establecer diferencias entre la cuantificacion de distintos tipos de ADN viral presente
en el nicleo: desde el integrado 2, el linear no integrado y el circular 2-LTR y més
recientemente 1-LTR (Figura6).’! Esto ofrece distintas opciones para evaluar el

papel que tiene cada uno de estos tipos de ADN en la replicacién viral.

Los ensayos para la cuantificacion del ADN proviral del VIH-1 en pacientes tratados
con TARAA, sugieren que después de un afio de la terapia antirretroviral eficaz las

formas intracelulares de ADN del VIH-1 son suprimidas considerablemente 3% >3

y
gue hasta después de 8 afios de TARAA, la carga proviral disminuye en la mayoria
de los pacientes, aunque aun es detectable >* > En este contexto, se considera que

el ADN proviral del VIH-1 puede ser un marcador predictivo del riesgo de desarrollar

el SIDA.®

La dindmica de los niveles de integracion del virus después de la terapia
antirretroviral, puede proporcionar pistas sobre cémo los reservorios se acumulan y
sobre la asociacion de los farmacos a los niveles de los reservorios virales y el
control de la replicacién viral. Un ejemplo claro de esto es la asociacion de los
inhibidores de la transcriptasa reversa no nucledsidos con bajos niveles de viremia
residual y altos niveles de carga proviral; mientras que el uso de los inhibidores de la

proteasa se asocian con bajos niveles de carga proviral.>® ®’
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JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento del VIH-1 y el sindrome que produce, en México se han
establecido métodos para determinar el avance y el estado de la infeccion, mediante
meétodos que cuantifican el nivel de las células TCD4+ y a la carga viral plasmatica
del virus. Sin embargo, no se ha establecido un método capaz de realizar la
cuantificacion del genoma viral integrado o carga proviral y que brinde informacion
acerca de la replicacion del virus en los reservorios, cuyo papel es determinante para
el establecimiento de la infeccion. Por lo tanto la determinacién de la carga proviral
de las formas episomales del virus mediante un método reproducible y sensible,
puede ser Util para la cuantificacion de los cambios en la cantidad de virus presente
en los reservorios en sangre periférica, los cuales no son detectables con las
técnicas actuales que se realizan en México. Asimismo, es de gran importancia
conocer la carga proviral y episomal en pacientes que reciben tratamiento ya que
podria indicar el grado de la eficiencia de los farmacos antirretrovirales en el
reservorio viral y que aunados con la determinacién del tropismo proviral, podrian
revelar indicios de la patogénesis del virus y utilizarse como un marcador que indique

la replicacion viral residual.
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HIPOTESIS

Si la replicacién viral de los virus con tropismo X4 es mas eficiente con respecto a las
variantes R5 entonces existe una mayor carga proviral en las PBMCs para los virus
X4 en pacientes que reciben TARAA. Por otra parte si la TARAA mantiene la

replicacion viral controlada la presencia de 2-LTR ser& escasa.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y estandarizar un método para la determinacion cuantitativa de la carga
proviral y episomal del VIH-1, para determinar si existen diferencias de estos
parametros en muestras de pacientes infectados a los que se les ha determinado el

tropismo proviral X4 o R5 y que reciben TARAA.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Sintetizar las secuencias analogas correspondientes a las formas episomales
1-LTR, 2-LTR y secuencia de union de 2-LTR del VIH-1 para la construccién
de 3 plasmidos con las secuencias analogas al genoma viral no integrado

a. p-1LTR (sintético)
b. p-2LTR (sintético)
C. p-U2LTR (secuencia de union de 2-LTR obtenida por infeccion natural)

2. Desarrollar un método de PCR en tiempo real para el andlisis cuantitativo de

la carga proviral y las formas episomales del VIH-1 en modelos de infeccion in
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vitro, con lineas celulares de linfocitos T y monocitos humanos y cepas de
referencia del VIH-1.

. Estandarizar las condiciones 6ptimas para favorecer la amplificacion exclusiva
y cuantificacion del fragmento 1-LTR, sin la presencia de la forma circular 2-
LTR.

. Obtener las curvas patron para la determinacion de la carga proviral y de las
formas episomales del VIH-1 en muestras de pacientes con TARAA.

. Cuantificar la carga proviral y episomal en muestras de pacientes infectados
con VIH-1 que reciben TARAA y con tropismo proviral X4 y R5.

. Determinar si existe una diferencia significativa entre la carga proviral y

episomal del VIH-1 y los tropismos X4 y R5 de pacientes con TARAA.
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MATERIAL Y METODOS

1.-Células

Se utilizé la linea celular 8E5 de linfoblastos humanos, que contiene una copia unica

del genoma del VIH-1 defectuosa, la cual no es infecciosa. La linea celular 8E5 se
utilizé para realizar una curva patrén y determinar la cuantificacion de la carga
proviral. Esta linea celular se cultivara en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado
con 10% de suero fetal bovino, 1% de glutamina 20 mM y 1% de

penicilina/estreptomicina, a 37°C y 5% CO,,

La linea celular MT2 proveniente de células T humanas aisladas a partir de linfocitos

de sangre de corddn y co-cultivadas con células de pacientes con leucemia de
células T adultas, se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 1% de Glutamina 20 mM y 1% de penicilina/estreptomicina, a

37°Cy 5% COg.

Como control negativo se usaron PBMCs no infectadas, células mononucleares de

sangre periférica provenientes de donadores no infectados con VIH-1, usadas como

control negativo.

PBMCs infectadas de pacientes infectados con el VIH-1.

INCMNSZ | MATERIAL Y METODOS



2.- Virus

Para infectara a las células MT2 se us6 la cepa IlIB del VIH-1, con una alta
capacidad para replicarse en las lineas de células T humanas, utiliza al receptor
celular para quimiocinas CXCR4 como co-receptor por lo que tiene tropismo

linfotrépico.
3.- Plasmido

Se us6 el plasmido pJET1.2/blunt Cloning Vector (Thermo Scientific™, USA) de
seleccién positiva para la clonacion de los productos de PCR (hasta 10 kb con
extremo romo o cohesivo) generados con cualquier ADN polimerasa termoestable. El
plasmido permite la transformacion directa de cepas E. coli. Contiene un gen letal
que se interrumpe por la ligadura de un inserto de ADN en el sitio de clonacion.
Como resultado, so6lo las células bacterianas con plasmidos recombinantes son

capaces de formar colonias.
4.- Muestras de ADN de pacientes infectados con VIH-1

Se us6 el ADN de 123 pacientes infectados con VIH-1 que reciben TARAA a los

cuales previamente se les habia realizado la prueba de tropismo proviral.
5.- Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos usados en este se solicitaron al Instituto de Biotecnologia de la

UNAM para su sintesis. Se generaron alicuotas con concentracion de 10 pmol/pl.
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6.-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para realizar las PCR necesarias se uso la enzima Platinum® Taq DNA Polimerasa
(Invitrogene™, USA) de alta fidelidad para obtener fragmentos largos y de alto
rendimiento, esta enzima tiene funcion de correccion 3'->5'con actividad de

exonucleasa.
7.- PCR en tiempo real

Para el PCR en tiempo real se usé el kit Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems ®. USA), el cual contiene todos los componentes a excepcion de
los oligonucledtidos y el templado. La enzima en este sistema es la AmpliTag Gold®
DNA Polimerasa e incluye una version patentada de tinte ROX™ para una referencia
interna pasiva necesaria para normalizar las fluctuaciones de fluorescencia no

relacionadas con el PCR, como errores de pipeteo y evaporacion de la muestra.

METODOS

Preparacion del medio de cultivo RPMI 1640® suplementado con suero fetal

bovino.

Para el cultivo y mantenimiento de las células MT2 y 8E5 se preparé medio de cultivo
R-10, para lo cual se adiciond el medio en polvo RPMI 1640® en un volumen
aproximado de 500 ml de agua bidestilada y se mezclé con un agitador magnético.
Se adicioné al mismo 2 g de NaHCOg3y se ajustd el pH a 7+ 0.2 empleando NaOH 1

N o HCI 1 N. Finalmente el medio de cultivo se aforé a 1 L con agua bidestilada y se
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esterilizo por filtracion con membranas de 0.22 um. El medio de cultivo se almacend

a temperatura ambiente y protegido de la luz.

Para su uso, el medio fue suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1%
glutamina (200mM) y 1% de antibibticos (penicilina-estreptomicina 10,000 U/ml y 10
mg/ml respectivamente). El medio suplementado se almacend a 4°C y se atempero a

37 °C en el momento de su uso.
Cultivo de células MT2 y 8E5

Para cultivar a las células MT2 y 8E5 se us6 el medio de cultivo RPMI suplementado.
Las células se cultivaron en botellas de cultivo a una concentracién de 1X10°
células/ml a 37°C, 85% de humedad y 5% CO,. El medio se cambié cada tercer dia
mediante la recuperacion y centrifugacion de las células en suspension a 805 xg por
10 minutos, posteriormente se descartd el medio y las células se resuspendieron en
la solucion amortiguadora de sales y fosfatos 1X (PBS 1X) para realizar el conteo
celular en el hemocitémetro o camara de Neubauer. Una vez realizado el conteo
celular, se ajusté la concentracién de las células a 1X10° células /ml en el medio de

cultivo suplementado y se continué el cultivo.

Se cultivaron 1x108 células 8E5 y se almacenaron en alicuotas de 1x10° células a -
70°C hasta su uso. Las células MT2 se cultivaron para realizar la infeccibn como se

indica mas adelante.
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Medio de congelacion

Se preparé medio de congelacion para la criopreservacion de las células. El medio
contenia 90% de SFB y 10 % de dimetilsulféxido (DMSQO) volumen/volumen. El

medio se almacen6 a 4 °C hasta su uso.
Criopreservacion de las células

Para preservar a las células MT2, 8E5 y PBMCs, se resuspendieron en el medio de
congelacién frio, a una concentracién de 5 a 20 X10° células/ml. Las células

resuspendidas en este medio fueron almacenadas a -70 °C hasta su uso.

Separaciéon de PBMCs de los donadores de sangre y de pacientes

infectados con el VIH-1.

Se realizd la separaciéon de las PBMCs haciendo uso del gradiente de densidad
empleando una solucién separadora de linfocitos Lymphoprep™ (STEMCELL
TECHNOLOGIES, Noruega). Las PBMCs se separaron a partir de una muestra de
sangre completa anticoagulada de los donadores de sangre y de los pacientes

infectados con el virus. El procedimiento se describe a continuacion.

El plasma se separ6 de la fraccion celular por centrifugacion a 805 xg durante 10
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se descartd el plasma y se
separaron los leucocitos de los eritrocitos, para lo cual el paquete celular se diluy6
1:2 con PBS 1X estéril, La dilucion se mezclé por inversibn suavemente para

homogenizar las células y se transfirié lentamente a un tubo de centrifuga de 15 mL
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al que previamente se le adicionaron 6 mL de Ficoll, de tal forma que no se rompiera
el gradiente y se mantuvieran las dos fases. Posteriormente se centrifugaron las
muestras a temperatura ambiente durante 30 minutos a 805 xg sin freno y sin
aceleracion, para la formacion del anillo de las PBMCs entre las dos fases. Se
recupero la capa de las PBMCs y se transfirieron a tubos de Falcon de 15 mL, se

adicioné PBS (proporcién 3:1) para eliminar el Ficoll y plasma remanentes.

El lavado de las PBMC consistio en un centrifugacion de la mezcla de PBMCs y PBS
a 805 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el botdén de células; se realizaron al menos dos
lavados. Finalmente las células se contaron en la camara de Neubauer y se

almacenaron en medio de congelacion a -70 °C hasta su uso
Extraccion del ADN y su cuantificacion.

Se realizé la extraccion del material genético de las células con el uso del estuche de
extraccion QIAamp DNA Blood Mini Kit ® (QIAGEN, E.U.) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

Se resuspendieron 5x10° células en un volumen de 200 ml de PBS en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 ml. Se agregaron 20 ul de proteinasa K, 200 ul del buffer AL y
se mezclaron en el agitador por 15 segundos. Posteriormente la mezcla se incubd a
56 °C por 10 minutos y se concentré por centrifugacion; se afiadieron 200 ul de
etanol absoluto y se mezclaron nuevamente por 15 segundos en el agitador y se

concentr0 por centrifugacion. La mezcla se transfiri6 a una columna para
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centrifugacion QlAamp Mini® (QIAGEN, E.U.), se centrifugd a 6000 x g por 1 minuto
y se descartd el filtrado. Se afadieron 500 ul del Buffer AW1, se centrifugo
nuevamente a 6000 x g por un minuto y se descarto el filtrado. Se realiz6 un lavado
con 500 ul del buffer AW2 y se centrifugé a 20,000 x g por 3 minutos, de la misma
manera se desecho¢ el filtrado. Finalmente se coloco la columna en un tubo de
recoleccion y se agregaron 200 ul del buffer AE, se dejé incubar por 2 minutos a
temperatura ambiente y se eluydé el ADN por centrifugacion a 6,000 x g por un

minuto.

La cuantificacién del material genético extraido y la determinaciéon de su pureza se

realizaron por espectrofotometria con el uso del equipo Nanodrop®.
Disefio de oligonucledtidos.

Se disefiaron oligonucleétidos con ayuda del software A plasmid Editor (ApE, M.
Wayne Davis v2.0.47, E.U.) con base en la secuencia de la cepa HXB2 del VIH-1.
Las secuencias de los oligonucleétidos estan ubicadas en regiones conservadas del
genoma viral de acuerdo con el analisis realizado en el programa MEGA v.6 (Koichiro
Tamura, E.U). Se hizo un alineamiento de las secuencias de los oligonucle6tidos
usando la base de datos de Los Alamos, presente en el compendio de secuencias
del VIH-1 2013 %, que integra a mas de 5013 secuencias. Se disefiaron dos
oligonucledtidos en los extremos 5 del LTRS y 3’ del LTR3 del VIH-1 con

secuencias de corte para la enzima EcoRI (Tabla 2). Asi mismo en la tabla 2 se
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enlistan los oligonucleétidos Alu-1 y Alu-2 previamente descritos para la

cuantificacion de la carga proviral®®

Tabla 2.- Secuencias y caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para el desarrollo de este trabajo. En el
nombre del oligonucledtido se indica el sentido (F=forward, R= reverse) y la posicion en que se alinean para la
cepa viral HXB2.

LIGONUCLEOTID CODIGO SECUENCIA 5>3’ Longitud
F0-7963HXB2 FO TCCTGGCTGTGGAAAGATAC 20
F1-8508HXB2 F1 TTCAGCTACCACCGCTTGAGAG 22
F2-8925HXB2 F2 CACAAGTAGCAATACAGCAGC 21
F3-9352HXB2-LTR F3 GACAGCCGCCTAGCATTTCATC 22
F4-9645HXB2-LTR F4 GTGCCCGTCTGTTGTGTGACT 21
F5-335HXB2-LTR F5 TCGAGCTTGCTACAAGGGAC 20
F6-796HXB2 F6 GCGAGAGCGTCAGTATTAAGC 21
F7-1268HXB2 F7 AAGAGAAGGCTTTCAGCCCAG 21
R0-1784HXB2 RO GTCTTACAATCTGGGTTCGC 20
R1-1486HXB2 R1 GTTCCTGCTATGTCACTTCC 20
R2-1033HXB2 R2 GCACACAATAGAGGGTTGCTAC 22
R3-768HXB2 R3 CTCTCCTTCTAGCCTCCGCT 20
R4-408HXB2-LTR R4 TATGCAGGATCTGAGGGCTCG 21
R5-124HXB2-LTR R5 AGCTTGTAGCACCATCCAAAGG 22
R6-9327HXB2-LTR R6 CCTCCACTCTAACACTTCTCTC 22
R7-8789HXB2 R7 CACTTGCCACCCATCTTATAGC 22
LTR5’-EcoR1 E5 GAATTCTGGAAGGGCTAATTCACTCC 27
LTR3’-EcoR1 E3 GAATTCTGCTAGAGATTTTCCACACTG 26
Alul Alul TCCCAGCTACTGGGGAGGCTGAGG 24
Alu2 Alu2 GCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAG 25

6] 6]
| FO-7963HXB2 |
| F1-8508HXB2 |
| F2-8025HXB2 |
| F3-9352HXB2-LTR |
| F4-9645HXB2-LTR |
| F5-335HXB2-LTR |
| F6-796HXB2 |
| F7-1268HXB2 |
| RO-1784HXB2 |
| R1-1486HXB2 |
| R3-768HXB2 |
| R4-408HXB2-LTR |
| R5-124HXB2-LTR |
| R6-0327HXB2-LTR |
| R7-8780HXB2 |
| LTRS“EcoR1 |
| LTR¥-EcoR1 |
[ A2 |

Andlisis de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa y tefiidos con Sybr®
Safe DNA gel stain (Invitrogene E.U.A.). Para realizar un andlisis mas detallado de
los productos de PCR, se usO el sistema bioanalizador Agilent 2100 (Agilent
Technologies E.U.), el cual implementa los principios de electroforesis y de citometria
de flujo para la determinacion del tamafo, cuantificacion y control de calidad del
ADN. Se usé el estuche de analisis de ADN de alta sensibilidad siguiendo las
instrucciones del fabricante. El estuche permite la identificacion de concentraciones

del ADN de doble cadena de 5 pg/ul y fragmentos desde 35 hasta 10,380 pb.
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Infeccion de las células MT2

Se cultivaron células MT2 hasta obtener 7.5x10’ células de las cuales se usaron
6.3X10" para ser infectadas con 2 ml de la cepa viral IlIB/H9 que tiene una dosis
infectiva media (TCIDsom) de 631x10%y una concentracién de 171 ng/ul del antigeno
p24. Las células se incubaron por 2 horas agitando suavemente el tubo cada 15
minutos a 37 °C; posteriormente se centrifugaron a 805 x g por 10 minutos, se
resuspendieron en medio RPMI suplementado y se sembraron 9X10° células por
pozo, en placas de 6 pozos a una concentracién de 1.5 X10° células/ml.
Simultaneamente se sembraron células sin infectar con la misma concentracion de
células que los pozos con células infectadas y que se utilizaron como controles
negativos. La placa de cultivo se incubé a 37°C, 85% de humedad y 5% CO, durante
7 dias. Las células y el sobrenadante fueron cosechados los dias 1 a 7 a partir del
dia de infeccién y se centrifugaron a 805 x g por 10 minutos. Las células se contaron

y almacenaron en medio de congelacién a -70 °C hasta su uso.
Determinacion del antigeno p24 de la capside viral

El sobrenadante de cultivo obtenido de las células MT2 infectadas, se usé para la
determinacién de la concentracion del antigeno p24 de la capside del virus, con el
estuche Alliance HIV-1 P24 Antigen ELISA (Perkin Elmer®, E.U.A.), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se tomaron 200 ul de sobrenadante de cada dia de
infeccion y se realizaron diluciones seriadas para la cuantificacion. Las diluciones

que se realizaron fueron: dilucién 1:2000 para los dias 1-3 post-infeccion y 1:4000
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para los dias 4-7. Se realiz0 la lectura de la absorbancia por espectrofotometria a

490 nm en el equipo .
Determinacion de la carga viral

Para determinar la carga viral del VIH-1 se us6 1 ml del sobrenadante de cultivo de la
infeccion de las células MT2 de los dias 1 a 7 post-infeccion, se usé para la y se
determiné mediante RT-PCR en tiempo real en el sistema automatico ABBOTT Real
Time HIV-1®, que tiene un rango de deteccion de la carga viral de 40 a 10,000,000

de copias/mL.
Obtencién del fragmento de union de 2-LTR

Para obtener la region de union de 2-LTR se realizé un PCR de punto final usando
los oligonucleédtidos F3 y R5 (Tabla 2), para generar un fragmento de 513 pb. Se
utilizé el material genético de las células MT2 infectadas con la cepa viral 1lIB. En

cada reaccion se colocaron 500 ng de ADN.

Las reacciones de PCR se realizaron usando el estuche Platinum® Tag DNA
Polymerasa High Fidelity, siguiendo las instrucciones del fabricante con un volumen
final de 50 pl. Se agreg6 una unidad de la enzima Platinum® Tag DNA Polymerasa, y
MgSO, a una concentracion de 2.5 mM., la concentracion de los oligonucleétidos
usados fue equimolar (200 pM) y dNTPs a concentracién de 200 uM cada uno. Las
condiciones del PCR para el fragmento F3-R5 fueron las siguientes: un ciclo de 2 min

a 95 °C, 35 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 segundos a 60 °C y 30 seg a
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68°C y finalmente un ciclo de 10 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificacion, la

reaccion se mantuvo a 4°C.

Para aumentar el rendimiento de la amplificacién del fragmento F3-R5 se agrego
DMSO al 5% (2.5 ul en volumen de reaccion de 50 ul). EI DMSO es una molecula
organica usada para la optimizacion del PCR capaz de impedir la formacion de

estructuras secundarias formadas en el ADN.

Para verificar la identidad del fragmento obtenido se realizé una digestién con la
enzima de restriccion Hindlll (A>AGCTT) de Promega siguiendo las instrucciones del
fabricante. En un tubo estéril de 200 ul se agregaron 16.3 ul de agua desionizada
estéril, 2 ul del buffer B, 0.2 ul de BSA (10 ug/ul), 1 pl del producto F3-R5 (500 ng) y
se mezclaron por pipeteo, posteriormente se agregaron 5 unidades de la enzima
Hindlll (0.5 pl) y se mezclaron gentilmente. La mezcla se dej6 incubar por 15 minutos
a 37 °C y posteriormente se inactivd a 65 °C por 15 minutos. Un microlitro de la
digestion fue colocado en un chip de alta sensibilidad y se examind en el

bioanalizador Agilent 2100.

Obtencién de las secuencias de las formas circulares 1-LTRy 2-LTR.

Para la obtencion de las secuencias de las formas circulares 1-LTR y 2-LTR se
realizé una construccion sintética, para lo cual se amplificd la secuencia necesaria

para la construccion en dos fragmentos que posteriormente fueron unidos.
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Se disefnaron oligonucleétidos con sitios de corte de EcoR1 en los extremos de los
LTR 5’y 3’ (Tabla 2). Previamente se realizé un andlisis in silico en el programa ApE,
para buscar la existencia de los sitios de corte con la enzima EcoRI (GMAATTC) en la

secuencia de interés, para evitar cortes no deseados (Figura 7).

1EcoRI (1)
A
LTRSS dela793 pb
>
Secuencia de corte ECOR1 REV 3
LTRS-EcoR1
3
5LTR
B 796 EcoRI (1)

LTRY dela 801 ph

4
FWD 2 Secuencia de corie EcoRI
]
LTR3-EcoRlI
ILTR

Figura 7.- Disefio de oligonucleétidos para la construccion de las formas circulares 1y 2-LTR. A) Esquemay
secuencia correspondiente al producto flanqueado por los oligonucle6tidos E5-R3, en rojo el LTR5’ del genoma
del VIH-1. B) Esquema y secuencia correspondiente al producto flanqueado por los oligonucleétidos F2-E3. Los
oligonucledtidos forward estan marcados en amarillo y en verde los oligonucleétidos reverse. Se contrastan los
sitios de corte de EcoRI al principio y al final de las secuencias de los LTR5’ y LTR3’ respectivamente.

Para la obtencion de los productos requeridos se us6 como templete 500 ng del
material gendmico de las células 8E5 y los oligonucleétidos E5-R3 para la obtencion
del fragmento LTR5’-Gag de 793 pb (figura 7 A) y los oligonucleotidos F2-E3 para la
obtencion del fragmento Nef-LTR 3’ de 801 pb (figura 7 B). La reaccion de PCR se

llevd a cabo usando el estuche Platinum® Taq DNA Polymerasa High Fidelity

INCMNSZ | MATERIAL Y METODOS



siguiendo las instrucciones del fabricante. La amplificacion se realiz6 usando los
oligonucledtidos en concentraciones equimolares (300 nM), dNTPs a concentracion
de 200 uM cada uno, concentracion de MgSO, 3.5 mM y DMSO al 5%. Las
condiciones de termociclacion para los fragmentos F2-E3 y E5-R3 fueron las
siguientes: un ciclo de 2 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 15 segundos a 95 °C, seguido
de 15 segundos a 58 °C y 1 minuto a 68°C finalmente un ciclo de 10 minutos a 68°C
y se mantuvo a 4°C por 10 minutos. A los productos obtenidos se les realizé6 una
digestidén con la enzima de restriccion EcoRI (G"AATTC) de Promega® siguiendo las
instrucciones del fabricante. En un tubo estéril de 200 ul se agregaron 16.3 ul de
agua desionizada estéril, 2 ul del buffer E, 0.2 ul de BSA (10 pg/ul), 1 ul de los
productos F2-E3 y E5-R3 (500 ng) por separado y se mezclaron por pipeteo.
Posteriormente se agregaron 5 unidades de la enzima EcoRI (0.5 ul) y se mezclaron
gentilmente. La mezcla se dejé incubar por 15 minutos a 37 °C y posteriormente se
inactivé a 65 °C por 15 minutos. Un microlitro de la digestion fue colocado en un chip

de alta sensibilidad y se examiné en el bioanalizador Agilent 2100.
Construccion de 2-LTR

Tras la obtencion de los fragmentos F2-E3 y E5-R3 y para generar los extremos
cohesivos necesarios para la union de los fragmentos, se realizé una digestion por la
enzima EcoRI de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. En un tubo

estéril de 200 pl se agregaron 16.3 ul de agua desionizada estéril, 2 ul del buffer H,

0.2 ul de BSA (10 pg/ul), 1 pl del producto F2-E3 y E5-R3 (500 ng en dos reacciones
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por separado) y se mezclaron por pipeteo, posteriormente se agregaron 5 unidades
de la enzima EcoRI (0.5 ul) y se mezclaron gentilmente. La mezcla se dejo incubar
por 15 minutos a 37 °C para generar los cortes deseados y posteriormente se detuvo
la digestion inactivando a la enzima a 65 °C por 15 minutos. Un microlitro de la
digestion fue colocado en un chip de alta sensibilidad y se examiné en el

bioanalizador Agilent 2100.

Una vez obtenidos los productos digeridos se purificaron con uso de las columnas de
purificacion ViroSeq™ HIV-1 genotipyping System. Se les adicionaron 250 uL de KCI
0.2 My 20 ul de los productos de la digestién, posteriormente se centrifugaron a
6000 xg durante 15 minutos, se adicionaron 250 puL de agua desionizada estéril y se
centrifugaron nuevamente a 6000 xg durante 15 minutos. Finalmente, se adicionaron
10 pL de agua desionizada estéril, para eluir los productos de la digestion. Se
invirtieron las columnas, dentro de tubos colectores y se centrifugaron nuevamente a

6000 x g durante 5 minutos.

Los productos de la digestién purificados fueron mezclados y ligados por la enzima
T4 de Promega siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregé el total de
ambos productos, 3 pul del buffer de ligacion 10X, tres unidades de la enzima T4 y
agua desionizada estéril para completar 30 ul, se mezcld por pipeteo suavemente y
se dejé incubar toda la noche a 4°C para favorecer la ligacion de extremos

cohesivos. La ligacion fue confirmada y purificada a través de geles prefabricados
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para la separacién de productos de PCR E-gel Clone Well 2% Sybr Safe™

(Invitrogene, E.U.A.).
Construccion de 1-LTR

Los mismos fragmentos amplificados F2-E3 y E5-R3 fueron usados para construir la
secuencia correspondiente a 1-LTR de manera sintética. Previamente se realizé un
andlisis in silico en el programa ApE para buscar los sitios de corte Hindlll en la
secuencia de los LTR, los cuales cuentan con un sitio de corte homologo. Se llevo a
cabo una digestion virtual para visualizar los resultados esperados y seleccionar los

fragmentos necesarios para la construccion (Figura 8).

692 Hmd'" (1) Tamafo sitio1 sitio 2 Masa %
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LTR3, de 1 a 801 pb 10 Hindll 692 End 802 1" E
« =
FWD2 Secuencia de corte EoRl
4 — i—
LTR3-EcoRl —
— —
3,LTR 692 Hindl] s
Lidind e
537 H|nd"| (1) Tamaiio sitio1 sitio 2 Masa %
| 5 st 1 meal 5 & [ -
%7 Hem 59 End ™R —
LTRS de1a793pb —
b 1 ——
Secuencia de corte ECoR1 REV3 C—
T
LTRS“EcoR1 e
5LTR TR

Figura 8.- Esquema representativo in silico que muestra los sitios de corte de la enzima Hindlll en los fragmentos
amplificados, a la derecha se muestra el patron de bandeo in silico esperado después de la digestion con la
enzima.
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Los productos de PCR obtenidos por los oligonucleétidos F2-E3 y E5-R3 fueron
digeridos por la enzima de restriccion Hindlll para obtener los fragmentos requeridos
con extremos cohesivos. La digestion se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante. En un tubo estéril de 200 ul se agregaron 16.3 ul de agua desionizada
estéril, 2 ul del buffer B, 0.2 ul de BSA (10 pg/ul), 1 ul del producto F2-E3 y E5-R3
(500 ng en dos reacciones independientes) y se mezclaron por pipeteo,
posteriormente se agregaron 5 unidades de la enzima Hindlll (0.5 pul) y se mezclaron
gentiimente. La mezcla se dejo incubar por 15 minutos a 37 °C y posteriormente se
inactivd a la enzima a 65 °C por 15 minutos. Un microlitro de la digestion fue
colocado en un chip de alta sensibilidad y se examind en el bioanalizador Agilent

2100.

Después de la digestion del fragmento F2-E3’ se seleccion6 el producto de 610 pb y
de la digestion del amplificado E5-R3 se tomé el fragmento de 257 pb. Los
fragmentos fueron purificados a través de los geles E-gel Clone Well 2% Sybr

Safe™.

Finalmente se realiz6 la ligacion de los fragmentos de 610 pb y 257 pb la cual se
llev6 a cabo por la enzima T4 de Promega® siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se agregaron 100 ng de cada producto, 1 ul del buffer de ligacion 10X,
una unidad de la enzima T4 y agua desionizada estéril para completar 10 ul, se
mezclo por pipeteo suavemente y se dejo incubar toda la noche a 4°C para favorecer

la ligacion de los extremos cohesivos.
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Se corroboré la ligacion para la formacion de 1-LTR y se purificO por medio de

electroforesis en E-gel Clone Well 2% Sybr Safe™ de Invitrogene.
Obtencidn de los plasmidos p-1LTR, p-2LTR y p-U2LTR

Ligacion de los fragmentos 1-LTR, 2-LRT y F3-R5 al plasmido pJet 1.2/blunt

Cloning.

Una vez obtenidos los fragmentos correspondientes a la unién de 2-LTR (513pb), la
secuencia de 2-LTR (1588 pb) y 1-LTR (948 pb) se unieron individualmente al

plasmido pJET1.2/blunt Cloning Vector siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para generar los extremos romos necesarios para la ligacion, se colocaron por
separado para cada reaccion en tubos estériles de 200 ml: 10 ml del buffer 2x, y los
fragmentos F3-R5, 1-LTR y 2-LTR (Tabla 3), 17 ml de agua desionizada estéril y 1
ml de la enzima DNA Blunting, se mezclaron en el agitador por 5 segundos y se
incubaron a 70 °C por 5 minutos. Inmediatamente se colocaron en hielo y se agrego
1ml del pladsmido pJET1.2 Blunt Cloning y 1 ml de la ligasa T4, se mezclaron en el
agitador por 5 segundos y se centrifugaron para concentrar la mezcla. Finalmente se
incubod la mezcla a temperatura ambiente por 30 minutos para obtener los plasmidos

p-U2LTR, p-1LTR y p-2LTR respectivamente.

Tabla3.- Nanogramos usados para la ligacion con el plasmido pJET1.2 Blunt para la formacion de p-U2LTR, p-
1LTRy p-2LTR

Fragmento ng usados para laligacion  Producto obtenido (20pul)
25 p-U2LTR
50 p-1LTR
5 p-2LTR
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Transformacion de bacterias E.coli DH5-a

Las ligaciones p-1LTR, p-2LTR y p-U2LTR, se usaron para transformar bacterias E.
coli DH5-a mediante choque térmico. Para este procedimiento se usaron 2 ul de la
ligacibn y se mezclaron de manera uniforme con 50 ul de bacterias DH5-a

ultracompetentes previamente acondicionadas. La mezcla se incub6 en hielo por 30
minutos, posteriormente 2 minutos a 42°C y 2 minutos en hielo. Después del choque
térmico las células se colocaron en 1 ml de medio LB y se incubaron a 37°C con
agitacion por una hora. Finalmente se tomaron 200 ul de las células en suspensién y
se sembraron en cajas Petri con medio Luria Bertani (LB), suplementado con
ampicilina a concentracion de 100 pug/ml, que se us6 como medio de seleccion para
favorecer el crecimiento de las células transformadas con el plasmido. Las placas
con las células fueron incubadas a 37°C por 16 horas y las colonias que crecieron
después de este tiempo fueron aisladas y cultivadas nuevamente en 5 ml de medio
LB con ampicilina 100 pg/ml por 16 horas a 37°C y agitacidbn constante. Se
cosecharon las células obtenidas y se les extrajeron de los plasmidos mediante lisis

alcalina.
Extraccion de los plasmidos por lisis alcalina

Para obtener los plasmidos presentes en las bacterias transformadas se realizé el
proceso de extraccion por lisis alcalina para cada colonia transformada como se
describe a continuacion. La composicion de las soluciones 1, 2 y 3 que se utilizaron

para la lisis alcalina es la siguiente:
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Soluciones:

- Solucion 1 (100 ml):
- 10 mM EDTA pH 8.0
- 50 mM glucosa (0.9 g)
- 25 mM Tris-HCI pH 8.0
- Solucion 2 (500 ul):
e 400 pul de H,O
e 50 pl de SDS 10%
e 50 pul de NaOH 2N (2M)
- Solucion 3:
- 60 ml de acetato de potasio 5 M
- 11.5 ml de acido acético glacial

- 285 mlde H,O

Se colocaron 1.5 ml del cultivo de bacterias en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se
centrifugaron por 2 minutos a 18,400 x g, se descart6 el sobrenadante y el boton se
resuspendié vigorosamente con un agitador en 200 ul de la SOLUCION 1,
posteriormente se le adicionaron 200 pl de SOLUCION 2 (preparada en el momento
de la extraccion) y se mezcl6 por inversién hasta que el lisado quedoé claro. Una vez
realizada la mezcla se adicionaron 200 ul de SOLUCION 3, se mezcl6 por inversion y
se coloco en hielo durante 5 minutos, después de la incubacion se centrifugé la

mezcla durante 10 minutos a 18,400 x g para bajar los restos celulares y los
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cromosomas, posteriormente se recuperé el sobrenadante y se transfirio a un tubo
limpio con 300 ul de cloroformo (para precipitar a las proteinas) y se mezclé por
inversién, nuevamente se centrifugd durante 2 minutos a 18,400 x g Se recupero el
sobrenadante y se transfirié a otro tubo, adicionandole 2 volimenes (respecto al
volumen recuperado) de etanol absoluto, se mezclé por inversion y se dej6 incubar a
temperatura ambiente durante 5 minutos; enseguida se centrifugd durante 10
minutos para bajar el ADN. El sobrenadante se desech6 con cuidado y se dejé secar
el ADN obtenido. Posteriormente se agregé un volumen de etanol al 70% y se
centrifugé durante 3 minutos a 18,400 x g, el sobrenadante fue desechado. La

pastilla del ADN se secé a temperatura ambiente, se resuspendié en 30 ul de agua

estéril y se le adicion6 1 ul de RNAsa (1ug/ul).
Verificacion de los plasmidos

Para verificar que los plasmidos son los correctos, se realizdé una digestién con la
enzima de restriccion Hindlll para linearizar los plasmidos, siguiendo el mismo
protocolo mencionado anteriormente para lo cual se us6 1 ug de cada plasmido. El

resultado se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Se amplificaron por PCR las secuencias usando los oligonucleétidos
correspondientes para cada secuencia clonada (F3-R5 para p-U2LTR y F2-R3 para
p-1LTR y P-2LTR), como segunda prueba de verificacidon de cada plasmido y se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr Safe.

Finalmente los plasmidos fueron secuenciados.
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Secuenciacion de plasmidos p-U2LTR, p-1LTR Yy p-2LTR

Reaccion de marcaje con la técnica de Sanger.

Para secuenciar los plasmidos se realizé el de marcaje de los mismos con el
estuche BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems® E.U.A).
Para esto se adicionaron a una placa Optica de 96 pozos: 0.5 ug de cada plasmido,
3.2 pmol de cada oligonucleétido para el marcaje, 8 ul BigDye V3.1, 4 ul de buffer de
secuenciacion y agua desionizada estéril hasta 20 ul (Tabla 4). Posteriormente se
sell6 la placa y se concentrd la mezcla por centrifugacion. EI marcaje se realiz6 con
las siguientes condiciones de termociclacion: 96°C por 2 minutos, 25 ciclos con tres
etapas de 96 °C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos y 1 minuto a 60 °C.

Finalmente un ciclo de 4 °C por 10 minutos.

Tabla 4.- Oligonucle6tidos usados para la secuenciacion de cada plasmido.

PLASMIDO g por reaccién Oligonucledtidos Forward  Oligonucleotidos Reverse

p-U2LTR 0.5 F3, F4 R5, R4
p-1LTR 0.5 F2, F3, F4 R3, R4, R5
p-2LTR 0.5 F2, F3, F4 R3, R4, R5

Purificacion de las secuencias marcadas

Se realiz6 la purificacion de las secuencias marcadas inmediatamente después de la
amplificacion, para lo cual se adicionaron a cada pozo 80 pL de isopropanol al 80% y
se centrifugd a 2250 xg durante 1 hora. Al finalizar se descartdo el exceso de
isopropanol por inversion, se adicionaron 80 uL de etanol al 70% y se centrifug6 por

40 minutos a 2250 xg. Después se descart0 el exceso de etanol por inversion y
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centrifugacion colocando la placa de forma invertida sobre papel absorbente para
eliminar el etanol. Se dej6 evaporar el etanol restante a temperatura ambiente por 2
minutos. Finalmente, se agregaron 14 pL de formamida a cada pozo y se
resuspendido el producto marcado por pipeteo vigorosamente. Para quitar las
burbujas formadas y concentrar la mezcla, nuevamente se centrifugdé por 15
segundos a 2250 xg. Se procediod a la secuenciacion cubriendo la placa con una tapa
de caucho y se coloco en el secuenciador 3130xI Genetic Analyzer (Applied

Biosystems®, E.U.A.).

Analisis de la secuenciacion

Se obtuvieron las secuencias proporcionadas por el equipo y se realizd el
alineamiento y la obtencién de las secuencias consenso con uso del programa

SeqScape (ABI Prism ® version 2.1, E.U.A)).

Diferenciacién de la forma circular 1-LTR

Para lograr amplificar de manera diferencial la forma circular 1-LTR de 2-LTR, se
realizd6 una mezcla de los plasmidos p-1LTR y p-2LTR en relacion 1:1. Se
resuspendieron 2.5 ug de cada plasmido en un volumen de 50 ul (50 ng de cada
plasmido por ul). Previamente se establecié la temperatura de alineamiento ideal
para los oligonucleétidos F2-R3 (60°C). Para la amplificacion de la forma circular 1-
LTR sin presencia de la forma circular 2-LTR se redujo el tiempo de elongacion a un
minimo de 30 segundos como ha sido reportado anteriormente.*® Las condiciones del

PCR fueron las siguientes: desnaturalizaciéon 4 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos de:
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94 °C por 30 segundos, 60°C por 15 segundos y 72 °C por 30 segundos. A la mezcla
de la reaccion se le agregaron de forma equimolar los oligonucleétidos F2 y R3 (300
pM), MgSO, a concentracion de 2.5 mM y DMSO al 5% y se us6 1 ul de la mezcla

para cada reaccion.

Una vez amplificada la forma circular de forma diferencial, se procedié a usar el
mismo protocolo para la amplificacion de la forma 1-LTR, usando el material genético
de las células MT2 del dia 1 al 5 y de tres muestras de PBMC obtenidas de pacientes
infectados con VIH-1 en diferentes condiciones clinicas: P-21 con tratamiento y falla
al mismo, P-94 con tratamiento y sin falla y P-s/r sin tratamiento. Los resultados se
analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y tefiido con Sybr Safe.
Ademas para un analisis detallado se hizo uso del bioanalizador Agilent 2100 en un

chip de alta sensibilidad.

Se realizé un ensayo para disminuir la homologia del amplificado 1-LTR respecto a
las demas formas del genoma viral para lo cual se usaron los oligonucleétidos FO-RO,
F1-R1 y F2-R2 con homologias del 21, 30 y 52% respectivamente (Tabla 5). Las
condiciones del PCR fueron las siguientes 2 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 15
segundos a 95 °C, seguido de 15 segundos a 60 °C y 3 minutos a 68°C finalmente
un ciclo de 10 minutos a 68°C y se mantuvo a 4°C por 10 minutos. Se analizaron los

resultados con el bioanalizador Agilent 2100 en un chip de alta sensibilidad.
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Se calculé la homologia del fragmento 1-LTR con respecto a otras formas del
genoma viral tomando en cuenta que la region homologa compartida es el LTR de

634pb como se muestra en la siguiente férmula.

%Homologia = (634/tamafio del amplificado) x 100.

Tabla 5. Céalculo de la homologia del fragmento amplificado con respecto a otras formas del genoma viral en
relacion a 1-LTR.

Oligonucleétidos  Tamafio de amplificado % Homologia con respecto a la
para 1-LTR secuenciaLTR

948 pb 66%
1215 pb 52%
2071 pb 30%
2907 pb 21%

Especificidad de la amplificacion de la forma circular 2-LTR

Para amplificar de forma especifica la regidn de union de la forma circular 2-LTR se
usaron los oligonucleétidos F4-R5 (221 pb) y se realiz6 una curva de temperatura 64-
58°C y tres concentraciones de MgSO4 (1.5 mM, 2.5 mM y 3.5 mM), para esto se usé
el plasmido p-U2LTR (50 ng por reaccién) y el ADN de las células MT2 infectadas
con la cepa del VIH-1 1lIB (500 ng por reaccion). Las condiciones de termociclacion
fueron las siguientes: un ciclo de 94 °C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de 94 °C
por 15 segundos, 64-58 °C por 15 segundos y 15 segundos a 68 °C seguido de un
ciclo de 7 minutos a 68 °C y finalmente 4°C por 10 minutos. Los resultados se

analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Sybr Safe.
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Finalmente se usaron los oligonucleétidos F4-R5 en muestras de PBMC infectadas
con VIH-1, para verificar su especificidad usando el protocolo anterior con
temperatura de alineacion de 60 °C y concentracion de MgSO,4 de 2.5 mM. Los
resultados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr

Safe.
Especificidad de la amplificacion del fragmento para la carga proviral.

Para amplificar de forma especifica la regién usada para la carga proviral se usaron
los oligonucledtidos F4-R3 (228 pb) y se realizé una curva de temperatura 66-58°C y
se utilizaron tres concentraciones de MgSO, (1.5 mM, 2.5 mM y 3.5 mM). Se uso el
genoma de las células 8E5 (500 ng por reaccion) como templete. Las condiciones del
PCR fueron las siguientes: un ciclo de 94 °C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de
94 °C por 15 segundos, 64-58 °C por 15 segundos y 15 segundos a 68 °C seguido
de un ciclo de 7 minutos a 68 °C y finalmente 4°C por 10 minutos. Los resultados se

analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Sybr Safe.

Finalmente se usaron los oligonucleétidos F4-R3 en muestras de PBMC infectadas
con VIH-1 para verificar su especificidad usando el protocolo anterior con
temperatura de alineacion de 60 °C y concentracion de MgSO, de 2.5 mM. Los
resultados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr

Safe.
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Curva patrén del genoma proviral y 2-LTR

Para realizar la cuantificacion de la carga proviral y la forma circular 2-LTR se
realizaron curvas patrén basadas en la dilucion seriada del genoma de las células

8ES5 para el genoma proviral y del plasmido p-U2LTR para la forma episomal 2-LTR.

Para la carga proviral se considerd que el genoma de una célula es equivalente a 6.6
pg>®, para lo cual se realizé un ajuste de concentraciéon del genoma extraido de las
células 8E5. La concentracion inicial del concentrado de células se ajustd a 660 ng/ul
(100 pl) y se realizé la dilucién seriada para obtener un rango de 1x10° a 1x10°. En 5
tubos conicos de 600 ul para microcentrifuga, libres de nucleasas se agregaron 90 pl
de agua desionizada estéril en cada uno. Del concentrado principal se tomaron 10 pl
y se agregaron al siguiente tubo etiquetado como 1x10* y se mezclaron
vigorosamente con un agitador por 15 segundos, posteriormente se tomaron 10 ul de
esta mezcla y se agregaron al siguiente, se repitié el procedimiento hasta lograr la

dilucién 1X10° (Tabla 6).

Tabla 6.- Diluciones efectuadas para construir la curva patrén para la cuantificacion de la carga proviral. Se
realizd con el uso del genoma de las células 8E5. Se consideré que el genoma de una célula es equivalente a 6.6

pg.

pg/ul Nimero de células/ul

660,000 100,000
66,000 10,000
6,600 1,000
660 100
66 10
6.6 1
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Para la construccion de la curva patron de la forma episomal 2-LTR se considero la

siguiente formula para estimar el nimero de copias en el concentrado del plasmido

(500 ng/pl).
NUmero de copias= [(concentracion)(6.022x10%%)]/[(#pb)(1x10°%)(650)]

e Donde la concentracion corresponde a los ng por ul en el stock
e 6.022x10%%es el nimero de Avogadro

e #pb es el tamafio del plasmido en pares de bases

e 1x10° corresponde al factor para convertir en ng

e 650 corresponde al peso en g de un mol de un par de bases.
Por lo tanto en 500 ng/ul se tiene

(500%6.022E+23) / (3487+1000000000*650)= 1.3285X10** copias por ul

Se ajusté el nimero de copias a 1x10° /ul en 1,000 pl, para lo cual en un tubo cénico
para microcentrifuga de 1.5 ml se agregaron 7.53 ul del concentrado principal con
concentracion de 500 ng/ul y se adicionaron 992.47 ul de agua desionizada estéril
para un volumen final de 1 ml. Se realizaron diluciones seriadas tomando 100 ul de la
primera dilucibn como se describi6 anteriormente para obtener un rango de

diluciones desde 1X10° a 1X10" copias por ul (Tabla 7).
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Tabla 7.- Diluciones seriadas del plasmido p-U2LTR gara la construccion de la curva patron de la forma circular 2-
LTR. El rango de las diluciones abarca 1X10° a 1x10 copias.

pg/ul Copias
3760 1,000,000,000
376 100,000,000
37.6 10,000,000
3.76 1,000,000
0.376 100,000
0.0376 10,000
0.00376 1,000
0.000376 100
0.0000376 10
0.00000376 1

Curva patrén para la carga proviral.

Para cuantificar la carga proviral se realizaron dos reacciones de amplificacién, la
primera reaccion se realiz6 usando tres oligonucleétidos disefiados para excluir a las
formas episomales o no integradas del genoma viral. Los oligonucleétidos ALUL y
ALU2 se anclan a las secuencias Alu presentes sélo en el genoma de la célula
hospedera mientras que el primer o cebador R2 estd disefiado para alinearse al
genoma viral en una region altamente conservada del gen gag, de tal manera que
Unicamente se amplificaran fragmentos pertenecientes al genoma viral integrado de

forma exponencial y las formas episomales s6lo se amplificaran de manera lineal.

La reaccion de PCR se llevé a cabo usando el Kit Platinum® Taq DNA Polymerasa
High Fidelity a un volumen final de 50 ul, MgSO,4 a 4 mM, 300 nM de cada uno de los
oligonucledtidos Alul y Alu2, 100 nM del oligonucledtido R2, 1 ul de la enzima
Platinum y 200 nM de dNTPs. Para cada reaccion se uso 1 ul de cada uno de los

puntos de la curva patrén por duplicado (1x10* a 1x10°. Las condiciones de
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termociclacion fueron las siguientes: un ciclo de 94°C 2 minutos seguido de 12 ciclos
de 15 segundos a 94°C, 15 segundos a 60°C y 3.5 minutos a 68°C, seguido de un

ciclo de 7 minutos a 68 °C y 10 minutos a 4°C.

Inmediatamente después se preparo la segunda mezcla de reactivos de PCR, para la
determinacién de cada punto de la curva en tiempo real, para lo cual se uso el
estuche Power SYBR Green Master Mix siguiendo las instrucciones del fabricante.
En un placa éptica de 96 pozos se agregaron por reaccion 25 ul de la solucion 2X del
Master Mix, 1 ul (10 pmol) de cada uno de los oligonucleétidos F3 y R4 a una
concentracion final de 200 nM, 2 ul provenientes de la primera reaccion para cada
punto de la curva y 21 ul de agua desionizada estéril. EI PCR se realiz6 en el
termociclador 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems, E.U.A.). Las condiciones
para el PCR fueron las siguientes: un ciclo de 10 minutos a 94 °C, seguido de 40
ciclos de 15 segundos a 94 °C y 40 segundos a 60 °C. Los resultados fueron
analizados con uso del programa 7500 System SDS Software (Applied Biosystems,

E.U.A)).

Para verificar la reproducibilidad de la curva patron y para determinar los coeficientes
de variacion intra e inter ensayo se realizaron 4 repeticiones independientes por

duplicado para cada punto.
Curva patrén para 2-LTR

Para construir la curva patron de 2-LTR se usé el estuche Power SYBR Green

Master Mix siguiendo las instrucciones del fabricante. En un placa 6ptica de 96 pozos
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se agregaron por reaccion 25 ul de la solucion 2X del Master Mix, 1 ul (10 pmol) de
cada uno de los oligonucledétidos F3 y R5 a una concentracion final de 200 nM, 1 pl
de cada punto de la curva para 2-LTR (6 puntos correspondientes a las diluciones
1X10° a 1x10%) y 22 ul de agua desionizada estéril. El equipo para llevar a cabo el
PCR fue el termociclador 7500 Real-Time PCR. Las condiciones para el PCR fueron
las siguientes: un ciclo de 10 minutos a 94 °C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos
a 94 °C y 40 segundos a 60 °C. Los resultados fueron analizados con uso del

programa 7500 System SDS Software.

Para verificar la reproducibilidad de la curva y para determinar los coeficientes de
variacion intra e inter ensayo se realizaron 4 repeticiones independientes por

duplicado para cada punto.
Cuantificacion de las muestras problema

Una vez estandarizadas las curvas para la cuantificacion de la carga proviral y la
carga episomal 2-LTR se realizé la cuantificacién de las muestras de plasma de los

pacientes infectados con el VIH-1.

Se obtuvieron y analizaron 123 muestras de ADN, correspondientes a pacientes que
reciben TARAA y por lo tanto, tienen la viremia controlada. A estas muestras se les
realizd previamente la determinacion del tropismo proviral, mediante amplificacion y
secuenciacion del dominio V3 de gp120 del VIH-1, por el método de Sanger. Es
importante mencionar que las pruebas del tropismo proviral las realizése llevaron a

cabo por personal especializado del laboratorio de Virologia Molecular del INCMNSZ.
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Estas muestras se distribuyeron en dos grupos de acuerdo con los resultados
obtenidos de la prueba de tropismo proviral: tropismo CCR5 (R5) y tropismo CXCR4
(X4). Se realizdé la cuantificacion del material genético de las muestras y se
seleccionaron las que presentaron una pureza mayor o igual a 1.8 con respecto a la
relacion 260/280. Se analizo el genoma de 100,000 células por cada reaccion. Los

resultados se reportaron en copias por millon de células.
Andlisis Estadistico

Se realizé el analisis estadistico con ayuda del programa NCSS para realizar las
pruebas de normalidad y varianza para la cuantificacion de la carga proviral y 2-LTR
en cada grupo (X4 y R5). Se determin6 que la distribucién no es normal para ninguno
de los grupos y variables por lo que la prueba estadistica mas adecuada para realizar

el andlisis comparativo fue la prueba no paramétrica de Mann-Whitney U.
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I

RESULTADOS

El material genético necesario para el aislamiento del fragmento de union de 2-LTR y
para evaluar la diferenciacion de las formas circulares 1-LTR y 2-LTR se obtuvo de
las células MT2 infectadas con la cepa viral 1lIB. Visualmente la infeccidbn en estas
células de linaje linfocitario se aprecia por la formacion de sincicios a partir del tercer
dia de infeccidn (Figura 9). Los sincicios son células gigantes multinucleadas que se
originan de la fusion de una o mas células infectadas con el VIH-1. La viabilidad

celular fue disminuyendo hasta un 30% al dia 7 de infeccion.

Control

Figura 9.- Formacion de sincicios en cultivos de células MT2 infectadas con la cepa IIB del VIH-1 de los dias 3 al 7
post-infeccion. Los sincicios estan sefialados con flechas.

Para verificar que la infeccion fue exitosa se realizé la cuantificacion del antigeno p24
de la capside del virus, mediante una prueba de ELISA y la carga viral con el sistema

automatizado ABBOTT® por RT-PCR tiempo real para la deteccion y cuantificacion
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de los virus libres en el sobrenadante de las células infectadas de los dias 1 al 7. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 8 y en la grafica 1.

Tabla 8.- Resultados de la determinacion del antigeno P24 y de la carga viral en el sobrenadante de
cultivo y nimero de células cosechadas en cada dia de infeccion.

Muestras NUumero de células Carga Viral/ml Antigeno p24
infectadas
MT2 D1/IlIB
MT2 D2/1lIB
MT2 D3/IlIB
MT2 D4/IlIB
MT2 D5/111B
MT2 D6/111B
MT2 D7/IlIB
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Grafica 1.- Determinacién de la carga viral y antigeno P24 en los dias 1 a 7 de la infeccion de las
células MT2 por la cepa IlIB del VIH-1y su comparacién con el nimero de células obtenidas.

Obtencidén del fragmento de unién de 2-LTR.

Se amplificé el fragmento de la regidbn de union de 2-LTR necesario para la

construccion del plasmido p-U2LTR. Se us6 el material genético de la infeccion
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realizada en las células MT2/llIB de los dias 1-7 post-infeccion. Se observa una
banda de tamafio esperado (513 pb) en los dias 3 al 7 y una mayor amplificacion en

el dia 5, ademas de ligeras bandas inespecificas (Figura 10).
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Figura 10.- Electroforesis del producto de PCR de la region de union de 2-LTR flanqueada por FWD 3-REV 5 en
los dias 1-7 post-infeccion.

El electroferograma del dia 5 muestra mayor concentracion de templete necesario
para la clonacién del fragmento de interés. Se realizé la adicion de DMSO al 5% en la
reaccion de PCR para mejorar la eficiencia y se obtuvo un incremento en la

amplificacion asi como la desaparicion de amplificados inespecificos (Figura 11).
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I
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Figura 11.- Electroferograma de la amplificacion del fragmento de union de la forma circular 2-LTR en el dia 5 de
infeccion. A) se aprecia el pico correspondiente al fragmento esperado ademés de amplificados inespecificos. B)
Electroferograma del pico correspondiente al fragmento deseado, la adicion de DMSO al 5% borra las sefiales
inespecificas y mejora el rendimiento del PCR.

Una vez obtenida la amplificacion de F3-R5, se verificO que el fragmento
correspondia a la secuencia de union de 2-LTR, mediante la digestion con la enzima
de restriccion Hindlll para realizar un corte especifico en el fragmento amplificado por
los oligonucleétidos F3-R5. De esta manera se corroboro la presencia del fragmento
deseado al obtener dos productos de 249 y 264 pb (Figura 12 C) de acuerdo con el

analisis computacional realizado en el programa ApE (figura 12 B).
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Figura 12.- Digestion del producto obtenido para la construccion de p-U2LTR A) Esquema que muestra el
sitio de corte por Hindlll del fragmento de 513 pb formado por los oligonucleétidos F3-R5. B) Digestién in silico
del fragmento F3-R5 con la enzima Hindlll mostrando los productos esperados. Imagen obtenida del programa
ApE. C) Electroferograma que muestra parte del fragmento original sin digerir (flecha superior 513pb) obtenido
por la amplificacion de F3-R5, ademas se aprecian las bandas obtenidas (264pb y 249pb flecha inferior) tras la
digestién de Hindlll tal como se muestra en la figura B.
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Figura 13.- Imagen del gel digital
obtenido por el bioanalizador Agilent
2100, se observa el amplificado
correspondiente a F2-E3 y E5-R3 de
793 pb y 801 pb respectivamente

Obtencion de fragmentos 1-LTR, 2 LTR.

Para obtener los fragmentos correspondientes de las formas
circulares 1-LTR y 2-LTR se realizé la amplificacion de los
fragmentos flanqueados por los oligonucleétidos F2-E3 y E5-
R3 (Figura 13). Los fragmentos obtenidos fueron digeridos
por dos enzimas de restriccibn de manera independiente,
EcoR1 y Hindlll, para la generacion de los extremos
cohesivos necesarios para la construccién de 2-LTR y 1-

LTR respectivamente.
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I

Formacion del fragmento 2-LTR

Para la forma 2-LTR se ligaron los fragmentos digeridos con EcoRlI, los cuales no
presentan cambio en el tamafo inicial. Se usaron los fragmentos y la enzima ligasa
de ADN T4 para la union de los extremos cohesivos. Una vez confirmada la ligacion
de 2-LTR se procedid a aislar el fragmento formado (1588pb) en el pozo de

recuperacion del E-gel Clone Well 2% Sybr Safe™ (Figura 14).

stion EcoRI
cion con T4

e

Obtencion de la forma circular 2-LTR

10350 — I D

Dig

7000 — —
2000 — —

2000 — — O 5

1000 — M BN s

TO0 —  —

=
5 ©
o (3]
8 @
=) 2
oo 4

GO0 — —

S00 -  i—

00 — —

200 =  s—

150 —  s—

100 —

Recuperacion

S50 —
35—

Figura 14.- Digestion y ligacion de los fragmentos F2-E3 y E5-R3. A) gel digital obtenido por el bioanalizador
Agilent 2100, donde se muestran los dos fragmentos F2-E3 y E5-R3 mezclados y digeridos con la enzima EcoRl
en el carril 1, en el carril 2 se aprecia la formacion del fragmento correspondiente 2-LTR encerrado con un circulo.
B) Fotografia del gel de agarosa al 2% (E-gel Clone Well 2% Sybr SafeTM), en ambos carriles se muestra la

ligacion obtenida por los fragmentos F2-E3 y E5-R3 y el pozo de recuperacion para la clonacion posterior. El
tamafio del fragmento ligado es de 1600 pb

Formacién de fragmento 1-LTR

Los fragmentos de la digestion con Hindlll de F2-E3 (698 pb) y E5-R3 (257 pb) se

separaron por electroforesis y se obtuvieron en el pozo de recuperacion del E-gel
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Clone Well 2% Sybr Safe™ (Figura 15 B carriles 1 y 2 indicados en 6valos color
rojo), los mismos se unieron por la enzima T4 (Figura 15 C carril 1 indicado con una

flecha) y se recuperaron por el mismo procedimiento.
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Figura 15.- Digestion de los amplificados F2-E3 y E5-R3 con Hindlll y ligacién de los fragmentos 698 pb y 257 pb.
A) gel digital obtenido por el bioanalizador Agilent 2100. Se muestran los dos fragmentos F2-E3 y E5-R3 digeridos
con la enzima Hindlll carril 1 y 2 respectivamente los fragmentos necesarios para la construccion de 1-LTR se
indican con un circulo. B) Fotografia del Gel de agarosa al 2% (E-gel Clone Well 2% Sybr SafeTM), en ambos
carriles se muestra los fragmentos necesarios para la formacion de 1-LTR y el pozo de recuperacion en la parte
inferior de la imagen C) Fotografia del gel de agarosa al 2% tefiido con Sybr Safe, se indica con una flecha el
producto obtenido por la ligacion de los fragmentos de 692 pb y 257 pb. El tamafio del fragmento ligado es de 949
pb

Ligacion de las secuencias en el plasmido pJET1.2

Después de la obtencién de los fragmentos correspondientes a la union de 2-LTR, de

las formas 1-LTR y 2-LTR, éstas fueron clonadas por separado en el plasmido
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pJET1.2. Los plasmidos obtenidos fueron usados para transformar a bacterias E. coli

DH5-a y se obtuvieron 3, 1y 5 colonias respectivamente.

Andlisis de los plasmidos correspondientes a las formas circulares p-1LTR,

p-2LTRy p-U2LTR

Se realizé un andlisis por digestidbn enzimatica con la enzima Hindlll para verificar el
tamafio del plasmido p-1LTR y p-2LTR asi como los fragmentos esperados. De
acuerdo con el andlisis in sillico en el programa ApE la digestion con Hindlll para el p-
1LTR produce una banda de 3042 pb (visible en los carriles 1-5 de la figura 16) y dos
bandas tenues de 623 pb y 257 pb (no visibles en el gel de la figura 16). La digestion
de p-2LTR produce una banda de 3042 pb (visible en el carril 6 de la figura 16) y dos

bandas tenues de 634 y 618 pb visibles en el gel (Figura 16).

Figura 16.- Gel de agarosa al 2% que muestra las digestiones de los plasmidos correspondientes a 5 colonias
obtenidas al transformar bacterias E. coli DH5-a (carriles 1-5) y una colonia correspondiente a 2-LTR (carril6).
Los tamafios obtenidos corresponden a los esperados de 3042 pb para 1-LTR liberando fragmentos de 634 y
257 pb 'y 3042 pb para 2-LTR liberando fragmentos de 623,634 y 257.
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Ademaés de la digestion enzimatica, se realiz6 un PCR punto final para amplificar
regiones particulares presentes en cada construccién. Para el p-1LTR se seleccioné
la colonia 1 y se amplifico el fragmento que fue insertado usando F2-R3 (Figura 17 A)
y F3-R3, que incluye a la regién de union después de la digestion (Figura 17 C carril
3). En el caso del p-2LTR se amplifico el fragmento completo (Figura 17 B) y la
region de union con el sitio de corte EcoRI con los oligonucleétidos F3-R5 de 513 pb

(Figura 17 C carril 2).

A) M 1 B M 1 C) M y 2 3
3054pb .
el
3 .
sl 1636pb .
1636pb 101300 e 101588
1018pb e
520pb M . -
520pb W 520pb 4 298pb
208pb 298pb
i 154pb

Figura 17.- Amplificacion de PCR de los fragmentos ligados en el plasmido pJetl.2 correspondientes a las formas circulares y
amplificaciones de las regiones que incluyen a las regiones de unién disefiadas para la construccién. A) Carril 1, se observa la
banda de tamafio de 948 pb correspondiente al fragmento ligado 1-LTR de la colonia 1. B) Amplificacion de la forma circular 2-
LTR, tamafio de 1588 pb. C) Amplificaciéon de la region de unién F3-R5 (carril 2 tamafio de 524pb) correspondiente a la forma
circular 2-LTR y en el carril 3 el fragmento correspondiente a F3-R3 que incluye el sitio de union de Hindlll con tamafio de 453 pb.
M= Marcador de peso molecular

El plasmido que contiene la regién de unién F3-R5 (p-U2LTR) se analiz6 mediante la
digestion con Hindlll (carriles 7, 8 y 9 figura 18) Las bandas de las colonias 1 y 3
(carriles 7 y 9 de la figura 18) confirman que el plasmido aislado es el deseado (el
tamafio esperado por la digestion es de 2200 pb aproximadamente) ademas se
realizd la amplificacion de dos fragmentos con oligonucleétidos F3-R5 (513 pb) y F4-
R5 (228 pb). La amplificacion por PCR confirm6 la presencia de la secuencia

deseada en el plasmido en dos de las tres colonias seleccionadas (figura 18). El
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plasmido obtenido de la segunda colonia present6 un patrén de bandeo que incluye el
tamafo esperado y bandas de mayor tamafio en las dos amplificaciones, lo que
sugiere que varios fragmentos del mismo tamafio fueron ligados en el mismo
plasmido, (Figura 18 carril 2 y 5). Se selecciond el plasmido de la colonia 3 para

realizar la secuenciacion.

M 1 2 3 4 S 6 7 8
2054pb —_ S w SN SN

2036pb——
1636pb—
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298pb

0
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Figura 18.- Gel de agarosa al 2% que muestra la amplificacion de los fragmentos formados por los
oligonucledtidos F3-R5 de 513 pb (carriles 1-3) y el fragmento F4-R5 (carriles 4-6) de 221 pb. En los carriles 7-9
se aprecia el plasmido (indicado con flechas) después de la digestion con la enzima Hindlll para las colonias 1-3
respectivamente.

Secuenciacion de los plasmidos construidos

Los plasmidos fueron secuenciados para verificar la construccion. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas con el programa SeqScape v2.5 para realizar el

alineamiento correspondiente.

Una vez obtenidos los plasmidos y confirmada su secuencia, se usaron para
estandarizar las condiciones ¢6ptimas de PCR en la amplificacion de los fragmentos
gue se requieren para la cuantificacion de las distintas formas del genoma viral en las

células.
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Amplificacién especifica de 1-LTR

Para amplificar y diferenciar la forma circular 1-LTR de la forma 2-LTR se realizo el

PCR con tiempo de elongaciéon de 30 segundos. Con esto se obtuvo la amplificacion

diferencial de 1-LTR sin interferencia de 2-LTR (Figura 19).
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Figura 19.- Fotografia del gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Sybr Safe. Se muestra la amplificacion diferencial de
1-LTR. En el carril 1 al 3 se realiz6 una amplificacién con tiempo de elongacion mayor a 35 segundos y carriles 4 'y

5 amplificacion con 30 segundos, carril 6 control negativo PBMC-.

La amplificacion con tiempo de elongacién de 30 segundos permite evidenciar la

presencia de 1-LTRe impide la formacién de la banda correspondiente a 2-LTR en la

mezcla de plasmidos p-1-LTR con p-2LTR y 2-LTR solo.

Una vez optimizadas las condiciones para la forma 1-LTR, se realizo la amplificacion
de la secuencia de 1-LTR en los diferentes dias de infeccion (1 al 5 post-infeccion) de
las células MT2. Se probaron asi mismo tres muestras de pacientes infectados con el

VIH-1. En la figura 20 aprecia una banda correspondiente al tamafo de la forma
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circular 1-LTR en los dias 1 y 2 (Figura 20 carriles 1 y 2), sin embargo se puede
observar un barrido en todos los carriles que produce una interferencia para la

apreciacion clara de 1-LTR (Figura 20).
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Figura 20.- Fotografia del Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con Sybr Safe, donde se muestra la amplificacion de la
forma circular 1-LTR de células MT2 infectadas con la cepa viral llIB en los dias 1-5 post-infeccion (carriles 1-5) y
PBMC infectadas con VIH-1 (carriles 6-8), control positivo para 1-LTR (carril 9), control negativo (carril10) control
de reactivos (carril 11).

Las muestras correspondientes a los dias 1, 2 y 3 asi como las muestras de PBMCs y
el control positivo (p-1LTR+p-2LTR) fueron analizadas con uso del bioanalizador
Agilent 2100 para verificar la interferencia de los resultados de forma detallada. Se
realizd una dilucién 1:20 de cada muestra para su procesamiento en el chip de alta
sensibilidad. En la mayoria de las muestras es imposible definir de manera eficiente

la banda correspondiente a 1-LTR a excepcion del dia 1 (Figura 21 MT2 Dia 1). Se

aprecia la interferencia ocasionada probablemente por las otras formas del genoma

viral.
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Figura 21 Electroferogramas de los productos de PCR obtenidos con el bioanalizador Agilent 2100. En la primera fila (MT2) se observan los productos obtenidos de
la infeccién de las células MT2/11IB de los dias 1-3 post-infeccién, donde se evidencian sefialando con la flecha roja en el dia 1 de infeccion, el pico corresponde al
producto deseado ademas de una ligera interferencia hacia los lados. En el dia 2 la banda se aprecia pero con mayor interferencia y finalmente en el dia 3 la banda
ya no esta presente, en la segunda fila (PBMCs+) se aprecian los electroferogramas de muestras de PBMC infectadas con el VIH-1 mostrando resultados similares al
dia 3 donde no se define la banda correspondiente a 1-LTR, finalmente la tercera fila (controles) muestra el control positivo (mezcla de plasmidos p-1LTR y p-2LTR)
con la banda esperada sefialada con una flecha. Controles negativos de PBMC y control de reactivos.
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La disminucién de la homologia dada por el LTR impide la amplificacion del

fragmento deseado incluyendo a los inespecificos (Figura 22).
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Figura 22.- Electroferogramas donde se muestra la pérdida de la eficiencia del PCR, al reducir la homologia de los
fragmentos amplificados para 1-LTR. Se muestra una pérdida gradual de la amplificacion desde el 66% al 21%
donde ya no existe amplificado alguno.

Amplificacién especifica de la secuencia usada para la carga proviral.
Se definieron las condiciones éptimas para la amplificacién especifica de la banda
correspondiente al fragmento F4-R3 para la cuantificacion de la carga proviral. Se
realizd6 la curva de temperatura y de MgSO, para el PCR. la temperatura de

alineamiento 6ptima fue de 60 °C y la concentracion de Mg de 2.5 mM (Figura 23).
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Figura 23.- Fotografia del gel de agarosa al 2% y teflido con Sybr Safe. Carriles 1-6 concentracion de
MgSO+4 1.5 uM, Carriles 7-12 concentracion del MgSO4 a 2.5%, Carriles 13-18 concentracion del MgSO4 a 3.5
mM. Carriles 1,7,13 Tm= 66 °C, carriles 2, 8 y 14 Tm= 64 °C, carriles 3, 9 y 15 Tm= 62 °C, carriles 4,10 y 16
Tm=60 °C, carriles 5,11y 17 Tm= 58y carriles 6, 12 y 18 tm= 56°C. Con una flecha negra se indica la condicion
mas ideal donde se logré amplificar el fragmento deseado.
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Se usaron los oligonucledtidos para verificar su especificidad en distintas células
incluyendo PBMC infectadas con el VIH-1 y para verificar que no existan amplificados

inespecificos (Figura 24).
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Figura 24.- Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr Safe, donde se muestra la especificidad de los
oligonucledétidos para amplificar la secuencia que se requiere para la cuantificaciéon de la carga proviral
(oligonucleétidos F4-R3) en muestras de pacientes infectados con el VIH-1 (carriles P-21, P94. P-s/r) en 2 lineas
celulares (MT2 y THP) infectadas con cepas virales de referencia (IlIB y ADAM respectivamente)y los controles
negativos para cada una.

Amplificacién de la secuencia de unién de 2-LTR

El p-U2LTR se us6 para estandarizar la amplificacién de la region de unién de 2-LTR
usando los oligonucleétidos F4-R5 y su presencia de confirm6 usando al genoma de
células MT2 infectadas con la cepa viral IlIB. Se realizaron curvas de Mg+ y de
temperatura tanto para el plasmido como para las células (figura 25). Se realizé una
curva de temperatura desde 66 °C a 58 °C y una curva de Mg+ de 1.5-3.5 mM (figura
25). Las condiciones mas eficientes para la amplificacion fueron de 2.5 mM de Mg+ y

60 °C para el alineamiento de los oligonucle6tidos como se muestra en la figura 25.
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Figura 25- Curvas de Mg+(1.5-3.5 mM) y de temperatura (66-58°C) para la amplificacion de la union de
2-LTR (F4-R5 200 pb). Para A-F Carriles 1. 66°C, 2. 64°C, 3. 62°C, 4. 60°C, 5. 58°C. A-C) Genoma de
las células MT2 infectadas con IlIB. D-F) p-U2LTR.AyD 1.5’mM Mg, ByE 25 mM Mg+y Cy F 3.5 mM
Mg+. Se marca con una flecha el carril con las condiciones mas favorables para la amplificacion.

De la misma manera se usaron los oligonucleétidos para verificar la especificidad en

las muestras de pacientes y descartar la amplificacion de fragmentos inespecificos

(Figura26).
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Figura 26.- Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr Safe. Se muestra la especificidad de los oligonucleétidos para
amplificar la secuencia de unién de la forma episomal 2-LTR en muestras de pacientes infectados con el VIH-1
(carriles P-21, P94. P-s/r)
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Curva patrén de la carga proviral

La carga proviral se cuantificO mediante dos reacciones de PCR, la primera reaccion
se realizé con los oligonucledtidos Alu-1, Alu-2 y R2. La segunda reaccion se llevo a
cabo con el oligonucledtido F4 y R3. En la figura 27 se muestran las gréaficas de
amplificacion obtenidas por el programa 7500 System SDS. Se determiné

el
coeficiente de variacion para cada punto de la curva patron (Tabla 9, Grafica 2).
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Figura 27.- Imagenes que muestran la amplificacién de los fragmentos para cada uno de los puntos de la curva
patron elaborada para la cuantificacion de la carga proviral. A) Grafica que muestra la amplificacion en tiempo real

de cada punto en la curva patrén. B) Curva estandar. C) Gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr Safe,donde se
muestra la banda correspondiente para cada punto en la curva patron.
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Tabla 9.- Resultados de la amplificacion de cada punto de la curva patrén realizados por duplicado y el logaritmo
del ciclo de amplificacién. Se muestra para cada punto el coeficiente de variaciéon (CV) del ciclo de amplificacién
En las celdas marcadas con gris se muestran los puntos con mayor coeficiente de variacion.

Numero de copias Ciclo CV ciclo

3254 0.26
30.45 [INOBENN
2713 061
2441 0.63

Correlacidn intra ensayo de la curva patrén para
la carga proviral

Y A

30 ]

28

y =-3.1556x + 36.553
R*=0.9951

Ciclo

% | T

24

22
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5

Log,, del nimero de copias

Gréfica 2.- Curva patron construida con la amplificacién de los oligonucleétidos F4-R3 para cada punto en la
dilucion seriada. Se aprecia una buena correlacion determinada por la R?=0.9951 y una buena eficiencia de la
amplificaciéon dada por la pendiente =-0-31556. Para cada punto del eje x 0=1 copia, 1=10 copias, 2=100 copias,
3=1000 copias y 4=10,000 copias.

La reproducibilidad de la curva patron se determiné después de 4 repeticiones
independientes por duplicado (8 determinaciones para cada punto en la curva) y se
calculo el coeficiente de variacion para cada punto. El punto de la curva con mayor

variacion es el de 1 copia (Tablal0, Grafica 3).

incmnsz | ResuLTapos (IS



Tabla 10.- Se muestran el promedio de los resultados obtenidos del ciclo de amplificacion para cada punto en la
curva patron tras 4 repeticiones independientes por duplicado (8 determinaciones por punto). En las columnas
sombreadas de color naranja se muestra el coeficiente de variacion para el ciclo de amplificacion.

No. copias  Promedio Ciclo CV ciclo

3605 (2620

33.11 1.19
30.91 1.95
27.18 1.40
24.29 1.44

nter ensayo de la curva patron para la
carga proviral

on

Correlac

38

woe

36

32 -
: ’ y=-3.1119x + 36.712

30 R2=0.978

Ciclo

28

26

24 '

22
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Log10 del nimero de copias

Gréfica 3.- Curva patrén construida para la determinacion de la carga proviral. Muestra 8 determinaciones para
cada punto de la curva. La correlacion esta determinada por la R?=0.978 y la eficiencia de la amplificacion definida
por la pendiente =--3.1119. Para cada punto del eje x 1=10 copias, 2=100 copias, 3=1000 copias, 4=10,000
copias.
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Curva patrén de la forma episomal 2-LTR

Se realiz6 la construccion de la curva patron para la forma episomal 2-LTR (Figura

28) y se calcularon los coeficientes de variacion para cada punto en la curva como se

muestra en la Tabla 11 y Gréfica 4.
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Figura 28.- Imagenes que muestran la amplificacion de los fragmentos para cada uno de los puntos de la curva
patrén elaborada para la cuantificacion de la carga episomal 2-LTR. A) Grafica que muestra la amplificacion en

tiempo real de cada punto en la curva patron. B) Curva estandar de 2-LTR C) Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
Sybr Safe, donde se muestra la banda correspondiente para cada punto en la curva patron
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Tabla 11.- Coeficientes de variacion del ciclo de amplificacion para cada punto en la curva patrén de la forma
episomal 2-LTR. Se muestra el promedio de amplificacién para cada punto por duplicado y se marcan en celdas
gris los puntos con los coeficientes mas grandes.

Numero de copias Promedio Ciclo  CV Ciclo
10 42.15

100 37.65

1000 35.64

10000 32.24
100000 28.30 0.61
1000000 26.39 0.56

Correlacion intra ensayo de la curva patrdn
45 para 2-LTR

43

41
39

35 s}
y =-3.1497x + 44.751
. R? =0.9877

Ciclo

31
29
27

25
0 1 2 3 4 5 6 7

Log10 del numero de copias

Gréfica 4.- Curva patron construida para la determinacion de la carga episomal 2-LTR. Muestra la correlacion
determinada por la R’=0.9951 y la eficiencia de la amplificacion definida por la pendiente =--3.1497. Para cada
punto del eje x 1=10 copias, 2=100 copias, 3=1000 copias, 4=10,000 copias, 5=100,000 copias y 6=1,000,000
copias

La reproducibilidad de la curva patron se determiné después de 4 repeticiones
independientes por duplicado (8 determinaciones para cada punto en la curva,
(Gréfica 5) y se calculo el coeficiente de variacion para cada punto. El punto de la

curva con mayor variacion es el de 1 copia (Tabla 12).
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Tabla 12.- Resultados de la amplificacion de cada punto en la curva patrén realizados por duplicado. Se muestra
para cada punto el coeficiente de variacién del ciclo de amplificacion.

Numero de copias  Promedio Ciclo CV Ciclo

37.36 1.78

1000 36.55 2.58
10000 32.52 1.85
100000 28.49 1.65
1000000 26.38 1.63

Correlacion inter ensayo de la curva patrén para 2-LTR

49
44 °
°
e
[
39 &
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2 : :
L [ o
o Q.
34 .
. y =-3.1132x + 44.789
© R? = 0.9561
29 é
e
0
[ ]
24
0 1 2 3 4 5 6 7

Log 10

Gréfica 5.- Curva patrén construida para la determinacion de la carga egoisomal 2-LTR. Muestra 8 determinaciones
por cada punto de la curva. La correlacion esta determinada por la R“=0.9561 y la eficiencia de la amplificacion
definida por la pendiente =--3.11332. Para cada punto del eje x 1=10 copias, 2=100 copias, 3=1000 copias,
4=10,000 copias, 5=100,000 copias y 6=1,000,000 copias

Resultados de la carga proviral y 2-LTR para tropismos provirales X4y R5

Se realiz6 el analisis de 123 muestras de ADN de pacientes infectados con VIH-1y

gue se clasificaron en dos grupos de acuerdo con el resultado de la prueba de
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tropismo proviral determinado por la secuenciacién del dominio V3 de gp120 por la
técnica de Sanger. Se obtuvieron 56 muestras (46%) con tropismo proviral X4 y 67

muestras (54%) con tropismo proviral R5.

Los datos obtenidos a través de la cuantificacion por PCR-TR se muestran en las
tablas 14 y 15, en estas se indica la carga proviral (CPV) y la carga episomal 2-LTR
(2-LTR). En las graficas 6, 7, 8 y 9 se aprecian las curvas patron y los resultados
obtenidos. Los datos se reportan en copias por millon de células. Las estadisticas

descriptivas para cada grupo se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13.- Resultados obtenidos por las cuantificaciones de la carga proviral y episomal 2-LTR para cada grupo
R5 y X4 respectivamente.

Variable Grupo Conteo Promedio Error Estandar

X4 56 132.58 21.08
R5 67 380.05 87.69
X4 56 471.23 165.4
R5 67 3949.50 2243.7

Las muestras a las que no fue posible detectar la carga proviral se les asigné un valor
de 9, ya que el andlisis se realizd solo a 100,000 células y la curva patrén disefiada
detecta un rango de 1x10* a 1x10° con una r?=0.99 por lo que el valor minimo

inmediato para un millén de células es 9.
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I

CARGA PROVIRAL PARA EL TROPISMO PROVIRAL X4
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Gréfica 6.- Resultados de la cuantificacion de la carga proviral para el tropismo X4. Se muestra la curva patron
para esta determinacién (puntos azules) y los resultados para cada muestra procesada (puntos rojos).

CARGA EPISOMAL 2-LTR PARA EL TROPISMO PROVIRAL X4
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Gréfica 7.- Resultados de la cuantificacion de la carga episomal 2-LTRpara el tropismo X4, se muestra la curva
patrén para esta determinacion (puntos azules) y los resultados para cada muestra procesada (puntos verdes)

Los resultados obtenidos para el tropismo X4, la carga proviral y la episomal 2-LTR se

muestran en copias por millon de células (Tabla 14).
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Tabla 14.- Resultados de la carga proviral y episomal 2-LTR de las 56 muestras obtenidas con tropismo proviral
X4.Las cargas se representan en copias por millon de células.

No. Muestra cPv 2LTR No. Muestra CcPv
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
a4
45
46
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48
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50
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52
53
54
55
56
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CARGA PROVIRAL Y TROPISMO UAM-I

CARGA PROVIRAL PARA EL TROPISMO PROVIRAL R5
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Gréfica 8.- Resultados de la cuantificacion de la carga proviral para el tropismo R5, se muestra la curva patron
para esta determinacion (puntos azules) y los resultados para cada muestra procesada (puntos rojos).

CARGA EPISOMAL 2-LTR PARA EL TROPISMO PROVIRAL R5
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Gréfica 9.- Resultados de la cuantificacion de la carga episomal 2-LTR para el tropismo R5, se muestra la curva
patron para esta determinacion (puntos azules) y los resultados para cada muestra procesada (puntos rojos).

INCMNSZ | RESULTADOS



Los resultados obtenidos para el tropismo X4. La carga proviral y la episomal 2-LTR

se muestran en copias por millén de células (Tabla 15).

Tabla 15.- Resultados de la carga proviral y episomal 2-LTR de las 67 muestras obtenidas con tropismo proviral

R5.Las cargas se representan en copias por millén de células.

No. Muestra

1

© 00 ~NO O WNDN

145333

1107

No. Muestra

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
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Presenciade 2-LTR en los grupos de estudio

De acuerdo con los resultados obtenidos, el 52% de las muestras totales tienen
presencia de la forma circular 2-LTR. De éstas el 72% tienen tropismo proviral R5 y

28% X4 (Gréfica 10).

Porcentaje de muestras que presentan la
forma circular 2-LTR

81.00

%

41.00

21.00

1.00

Gréfica 10.- Porcentaje de las 123 muestras que muestran la presencia de la forma circular 2-LTR (52.03% 64
muestras barra indicada en negro) de estas el 72% corresponden al tropismo R5 y 28% al tropismo X4

De manera independiente en el grupo R5, el 66.6% de las muestras (46 muestras)
tienen la presencia de 2-LTR y en el grupo X4 los pacientes con la forma circular 2-

LTR representan el 32.7% (18 muestras) (Grafica 11).
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Presencia de 2-LTR en los grupos X4 y R5

70.0 66.7
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Gréfica 11.- Porcentaje de muestras que presentan la forma circular 2-LTR en cada grupo de estudio.
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Andlisis Estadistico

Amount vs Variables Amount vs Variables

550 - p= 0.02 8000

[ ]

p= 0.00008

6000 4

330 4

4000 4

Amount
Amount

2204

2000 4
1104

T T 0
X4_CPV R5_CPV X4_2_LTR R5_Z2_LTR

Variables Variables

Gréfica 12.- Diagrama de caja y bigotes para la carga proviral (a la izquierda) para X4 (en azul) y R5 (en rojo) y

forma episomal (a la derecha) para X4 (en azul) y R5 (en rojo). Para R5 se han excluido los valores maximos
extremos.

De acuerdo con esta prueba estadistica se observa una diferencia para la carga
proviral y 2-LTR del grupo X4 respecto a R5. La carga proviral es estadisticamente
mayor para el tropismo proviral R5 con un valor de p=0.027 y de la misma manera la

carga episomal 2-LTR es mayor para el tropismo R5 con un valor de p=0.000081

(Gréfica 12).
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DISCUSION

Durante el ciclo de vida del VIH-1, se requiere de un proceso de integracion de su
genoma en la célula hospedera para el establecimiento de los reservorios necesarios
para la replicacion del virus. Sin embargo este proceso no siempre se lleva a cabo
con éxito, de tal manera que el genoma viral es procesado por la maquinaria de
reparacion celular.’® Con mayor frecuencia el genoma viral no integrado es
circularizado y degradado.®* Este genoma tiene una estabilidad que depende de su
conformacién ya sea en forma lineal o circular, siendo esta ultima la forma mas
estable, dando como resultado la presencia de la forma episomal 1-LTR y 2-LTR
principalmente. La presencia de estas formas episomales es un marcador indirecto de
la replicacién viral, ya que sélo pueden formarse con nuevas infecciones. Por lo tanto,
se sugiere que el analisis de las distintas formas del genoma viral, puede aportar
informacion valiosa principalmente en pacientes que reciben tratamiento

antirretroviral, para saber la eficacia de los farmacos en el control de la viremia.

Las formas del genoma del VIH-1 episomales y la forma proviral tienen secuencias
homologas entre si, sin embargo cada una de éstas tiene un caracteristica particular
gue puede permitir la identificacién individual, ya sea basandose en una secuencia
como la unién de los extremos LTR del genoma (2-LTR), la pérdida de una de estas

secuencias por recombinacion homoéloga (1-LTR) o la forma integrada en el genoma.

La deteccion y la cuantificaciéon de 1-LTR son complicadas por la ausencia de una
secuencia Unica que pueda ser amplificada. Ademas los oligonucleétidos designados

para la amplificacién de 1-LTR también pueden unirse a todas las formas del genoma
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viral y amplificar secuencias indeseables capaces de mostrar interferencia en el

analisis (Figura 20 y 21).

Para poder diferenciar a la forma 1-LTR de 2-LTR se construyeron dos plasmidos con
las secuencias homélogas a cada forma p-1LTR y p-2LTR respectivamente. Estos
plasmidos permitieron definir las condiciones ideales para la amplificacion de 1-LTR.
Los oligonucledtidos usados F2-R3 para un fragmento de 936 pb de 1-LTR y 1569 pb
de 2-LTR, amplificaron ambas formas episomales, por lo que 1-LTR fue favorecido
por una disminucién del tiempo de elongacién a 30 segundos (Figura 19), lo que
impidi6 la formacion de la banda correspondiente a 2-LTR como se ha descrito en
otros estudios.?! Una vez establecida esta condicién se amplificé 1-LTR en un ensayo
de infeccion controlado utilizando a la linea celular de linfocitos humanos MT2
infectadas con la cepa viral de referencia IlIB y se encontré una diferenciacion de la
forma 1-LTR, dependiente del dia la infeccion viral, siendo evidente el fragmento de
936 pb sélo durante el primer y segundo dia después de la infeccion. El analisis
detallado muestra que en el primer dia de infeccibn no existe mucha interferencia,
mientras el tiempo y la infeccibn avanzan se hace evidente el aumento de la
interferencia y la pérdida de la banda correspondiente a 1-LTR (Figura 21 MT2 dias
1-3). Este resultado se observo también en las muestras de pacientes con infeccion
por el VIH-1 (Figura 21 PBMC 1-3). Previamente se identificé a la forma circular 2-
LTR (Figura 26) en dos de las tres muestras, sugiriendo la presencia de 1-LTR ya
gue se ha reportado que esta ultima se encuentra en mayor proporcion con respecto

a2-LTR.%
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Los resultados mostraron que 1-LTR puede ser eclipsado por amplificaciones
inespecificas posiblemente provenientes de las secuencias homdlogas presentes en
otras formas del genoma viral. Se ha reportado que en condiciones normales de
infeccion, las formas del genoma viral en conjunto (2-LTR, lineal no integrado e
integrado principalmente) se encuentran en mayor cantidad respecto a la forma
circular 1-LTR.®* Es probable que el 68% de la homologia del fragmento amplificado
de 1-LTR con respecto a cualquier otra forma viral, cause una amplia gama de
amplificados que ponen en evidencia la interferencia en el andlisis. La homologia se
calculé tomando en cuenta el tamafio de 634 pb del LTR con respecto al tamafio de
936 pb del fragmento amplificado (Tabla 5). Bajo esta suposicion se disefiaron
oligonucledtidos para amplificar una banda de mayor tamafio para disminuir la
homologia y favorecer a 1-LTR, sin embargo sélo se produjo una pérdida de la
eficiencia del PCR (Figura 22). En otros estudios se han obtenido resultados
similares como los reportados por Yoder y Fishel en el 2006, cuyos experimentos

condujeron a una pérdida en la eficiencia del PCR al disminuir la homologia.®?

Estas amplificaciones no deseadas y la perdida de la eficiencia del PCR impiden
realizar una cuantificacion adecuada para 1-LTR por lo que continla siendo un reto

importante para su analisis.
Identificacion de 2-LTR

Por otra parte la deteccion de 2-LTR tanto en un ensayo de infeccion controlado
como en ceélulas de pacientes infectados (Figuras 10, 25 y 26) ha sido posible

gracias a una secuencia unica presente en la unioén de los LTR. Se ha demostrado
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gue los oligonucleétidos usados F4-R5 221pb son eficientes para la deteccion de esta
forma circular de manera especifica. Para su deteccion y cuantificacion se decidio
construir p-U2LTR y no usar el plasmido p-2LTR por la secuencia extra agregada a la
region de union de este ultimo, que es una secuencia de corte para la enzima EcoRl
“G<AATTC”, cuya presencia aunque no altera la amplificacion o las condiciones de
reaccion, podria interferir con la unién posterior de sondas para mejorar la sefial en el

PCR en Tiempo Real.

La simple presencia de la forma circular 2-LTR permite sin duda, evaluar la eficacia
de un tratamiento y verificar la viremia residual en pacientes con TARAA y carga viral
indetectable. Por lo tanto 2-LTR es un marcador sumamente interesante y su
cuantificacion no solo aporta esta informacion sino que puede ayudar a establecer

diferencias entre grupos de estudio tal como se llevo a cabo en trabajo.
Carga proviral y 2-LTR del grupo de estudio

La carga proviral por otra parte indica el nimero de virus verdaderamente integrados
en la célula y para su determinacién se usaron los oligonucle6tidos Alul y Alu2
previamente reportados en otros estudios.”® Estos oligonucledtidos se alinean a
secuencias ALU presentes en el genoma del hospedero (aproximadamente cada
5,000 pb se encuentra una secuencia ALU) en ambas hebras, es decir, uno es en
sentido Forward y el otro en Reverse, sin que ambos produzcan un amplificado, de tal
manera que no es relevante en cual sentido se integre el genoma viral, ya que
permite que con el oligonucleotido R2, puedan amplificar en forma exponencial sélo el

genoma viral integrado. Una vez realizada esta amplificacion un segundo par de
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oligonucledtidos que soélo se alinean en el genoma viral F4-R3, se usO para la

cuantificacion adecuada.

Bajo estas condiciones, los ensayos por PCR en Tiempo Real realizados para la
determinacién de la carga episomal 2-LTR y del genoma proviral, cumplen con las
especificaciones necesarias para ser confiables y reproducibles. Se establecieron las
condiciones de amplificacion Optimas para evitar la formacion de productos
inespecificos para la carga proviral (Figura 23) y 2-LTR (Figura 26) de tal manera

gue no interfieran con la cuantificacion.
Anélisis de las curvas patron PCR-Tiempo Real

Las curvas patron obtenidas muestran una alta eficiencia y correlacion, las cuales
fueron medidas por dos variables obtenidas en la ecuacién de la recta de las curvas
patron. El valor de la pendiente indica la eficiencia del PCR, un valor de -3.33
corresponde a una eficiencia del 100%, los valores aceptados oscilan entre el 90% y
110%, las pendientes obtenidas en este ensayo oscilan alrededor de -3.1 (Grafica 2
y 4), lo que equivale una eficiencia entre el 93%-95%. Por otra parte el R? indica la
correlacién entre los puntos que forman la curva, una R? de 1 indica una perfecta
correlacién entre los puntos. Los valores obtenidos para la R? en este ensayo fueron

>0.98 (Grafica 2 y 4).

Finalmente la reproducibilidad del ensayo se evaludé por duplicado en 4 repeticiones
en diferentes dias, de tal forma que se pudo calcular la variacion intra e interensayo,
para dar una mayor robustez a los resultados obtenidos. En general los coeficientes

de variacion para cada punto de las curvas, muestran baja variabilidad y los puntos
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de cuantificacibn mas bajos muestran mayor variacion como era de esperarse, 1
copia para la carga proviral muestra un Cv de 0.75 y 2.62% intra e inter-ensayo
respectivamente (Tablas 9 y 10) y para la carga episomal el Cv de 10 copias tiene
valores de 1.04 y 4.02% intra e inter-ensayo respectivamente (Tablas 11y 12). De la
misma manera la evaluacién inter-ensayo conserva una buena correlacion con
R?=0.97 y R?=0.95 para la carga proviral y 2-LTR respectivamente (Gréfica 3 y 5)

confiriendo una alta fiabilidad para realizar las cuantificaciones correspondientes.

Una vez estandarizados los pardmetros para la cuantificacion de la carga proviral y 2-
LTR, se analizaron 123 muestras provenientes de pacientes que recibian TARAA y
tenian la viremia controlada. A estas muestras se les realizd la prueba de tropismo
proviral por personal experto en el laboratorio de Virologia Molecular del INCMNSZ.
Del total de las muestras evaluadas, 67 tuvieron un tropismo proviral R5 y 56

muestras un tropismo proviral X4.
Carga proviral

La formacién de los reservorios virales es dependiente del tipo de célula infectada y
del tropismo viral. Las cepas X4 por lo general muestran cinéticas de replicacion
rapida y un efecto patogénico para las células T, en contraste con los virus R5 que
por lo general se replican mas lentamente en macréfagos, sin embargo no tienen

efectos citopaticos, lo que permite la formacién de un reservorio estable.®

En contraste con lo reportado por Soulie y colaboradores®, quienes encontraron una
carga proviral mayor en los variantes virales con tropismo proviral X4, en este trabajo

se encontré una diferencia significativamente mayor en la carga proviral del grupo R5
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con respecto al grupo X4 (p=0.02 Grafica 12). Estos resultados en conjunto con la
presencia de la forma circular 2-LTR, sugieren que las variantes R5 a pesar de que
no son mas patogénicas que las cepas X4, muestran un mayor “fithess” viral o
adaptacién a sus células blanco, que les permiten mantenerse por mas tiempo y

consecuentemente sostener una replicacion viral residual.

El fitness representa una ventaja selectiva para la propagacion entre poblaciones de
organismos que compiten en un ambiente en particular. Este concepto es aplicado a
los virus de ARN incluyendo al VIH-1, donde el fithess esta relacionado con la

capacidad de replicacién pero no es absolutamente equivalente.®

El 50% de las personas adultas que progresan a SIDA tienen virus con un tropismo
R5.%° Estos virus son capaces de incrementar la replicacién en macréfagos derivados
de monocitos. ® ® Por otra parte, diversos estudios han mostrado que los virus R5
aislados de pacientes con SIDA (virus tardios) promueven la infecciébn en

macréfagos®® ©7

y causan un aumento en la muerte de las células T CD4 + en
comparacién con cepas R5 aisladas de individuos asintomaticos (tempranos).®® Estos
resultados proporcionan evidencia de que los virus R5 pueden potenciar sus efectos

citopaticos.®® ©°

Asimismo se ha demostrado la presencia de virus R5 No-macrofago-tropicos, con
capacidad de infectar y de replicarse en las células primarias T CD4+ pero no en los
macrofagos. Esto sugiere que aunque CCR5 es el correceptor principal para la
infeccion de los macrofagos por el VIH-1, no todos los virus R5 infectan a estas

células.”®"? Es posible que las interacciones de los virus R5 para infectar a otros tipos
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celulares involucren cambios en las glicoproteinas de la envoltura viral Env que
mejoran las interacciones con los receptores CD4+/CCR5+, lo cual podria ser un
medio por el cual estos virus aumentan su virulencia y conducen a la explotacion de

bajos niveles de estos receptores.®® "

Un factor mas que puede poner a prueba la adaptacion viral es la TARAA, que
suprime la carga viral atribuida preferentemente por los virus X4, en comparacion con
los virus R5. En consecuencia, la administracion del tratamiento antirretroviral puede
conducir a un cambio en el fenotipo de la poblacién viral predominante de tropismo
X4 a R5 """: sin embargo la razén de la supresién preferencial de las cepas X4 vy el
cambio del fenotipo del correceptor ain no se han esclarecido. Ademas, la TARAA
conduce a una reduccion en la expresion de correceptores en el tejido linfoide
disminuyendo hasta 40% la expresién de los receptores CCR5 y CXCR4’® Esta
reduccion en la expresion de CCR5 y CXCR4 puede cambiar el equilibrio de
diferentes correceptores y dar lugar a la replicacion diferencial de las cepas R5

después de la terapia.

En este estudio se encontr6 que poco mas del 50% de las muestras (Gréafica 10)

presentan la forma circular 2-LTR, lo que indica que a pesar del tratamiento recibido
aun existe replicacion viral residual (Grafica 11). Existen otros reportes donde se ha
demostrado que pacientes con TARAA agudos y cronicos siguen manteniendo una
viremia residual evidenciada por la presencia de 2-LTR’®, lo que apoya a los
resultados obtenidos en este trabajo. Por otra parte, el analisis estadistico realizado

para verificar la diferencia entre los grupos R5 y X4 respecto a la carga episomal 2-
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LTR, mostré una diferencia significativamente mayor en el grupo R5 en comparacién

con el grupo X4 (p=0.0008, gréafica 12).

En correlacion a este hallazgo, se ha demostrado que el ADN viral no integrado
puede persistir y seguir activo a nivel transcripcional en macrofagos, hasta por 30
dias y con niveles altos de la forma circular 2-LTR in vitro ®°, esto debido a la limitada
actividad biolégica de los macrofagos. Mientras que en células metabdlicamente
activas y en proliferacion como los linfocitos TCD4+, las formas no integradas son
rapidamente degradadas o diseminadas con la division celular.®® La presencia
diferencial de las formas circulares 2-LTR en el grupo R5 con respecto al grupo X4
hallada en este trabajo, no necesariamente representa una mayor replicacion viral, ya

gue se debe posiblemente a la acumulacion de la forma circular 2-LTR.

La vida relativamente larga de las formas episomales manifiesta que la presencia de
éstas no necesariamente indica nuevas olas de replicacion del virus que pueden ser
predecibles, pero sin duda su presencia es evidencia de una replicacién residual.®
Cabe destacar que la forma circular 2-LTR y otras formas del genoma viral no

integrado en macréfagos conduce a la produccién de citocinas que favorecen la

infeccién de las células T por el VIH-1. &

Gracias a su amplia adaptacioén y a su capacidad de explotar el bajo nivel de los
receptores CD4+ y CCR5 “3, se sugiere que los virus R5 pueden mantener niveles de
replicacion residual y formacion de nuevos reservorios de manera diferencial a los

virus X4 aun con TARAA, sin embargo estas hipétesis ain deben ser demostradas.
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Por lo tanto, la capacidad de replicacion en los macrofagos y el fitness viral pueden
ser marcadores importantes de la patogénesis viral. Multiples factores selectivos
como la genética o inmunidad del hospedero, la viabilidad de la célula blanco, el
genotipo viral y los antirretrovirales, pueden contribuir a disminuir la eficiencia de la
replicacion. Sin embargo, debido a varias razones, la supresion de la replicacién viral
en los individuos infectados es incompleta, lo que favorece el surgimiento de especies
resistentes a los farmacos, que a su vez pueden incrementar la adaptacion del

virus.?

Los resultados obtenidos en este trabajo marcan un indicio que puede conducir a
estudios mas controlados que permitan dilucidar el papel de la replicacion de virus

con tropismo R5 a lo largo de la infeccion viral.

No esté claro si la diferencia de la carga proviral y episomal encontrada, dependen de
la capacidad de replicaciéon del virus, del fithess viral, de la larga duracién de las
formas episomales o de la larga vida de las células blanco para el virus R5. Sin
embargo, la presencia de la forma episomal 2-LTR sugiere un posible
restablecimiento del reservorio viral y podria conducir a una resistencia a los
farmacos. Debe considerarse como un factor adicional que el tipo de tratamiento
| 56,57

antirretroviral puede estar asociado con la carga proviral y con la viremia residua

proporcionando una variable mas para evaluar en los proximos analisis.
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CONCLUSIONES

» Se obtuvieron los plasmidos necesarios para la amplificacion diferencial de la
secuencia correspondiente a la forma circular 1-LTR en ausencia de la forma
circular 2-LTR mediante la disminucién del tiempo de elongacién (30 seg); sin
embargo no se logré cuantificar la forma 1-LTR debido a la interferencia
presentada por la alta homologia en todas las formas del genoma del VIH-1
durante la infeccion.

» Se desarroll6 un método para la determinacion cuantitativa de la carga proviral
y episomal 2-LTR del VIH-1, que es reproducible y con un rango de
sensibilidad amplio de deteccién de 1x10° a 1x10* y 1x10' a 1x10°
respectivamente, por lo que se puede proponer su uso como una herramienta
para el seguimiento clinico de los pacientes infectados con el virus.

» La medicibn simultanea de la carga proviral y episomal 2-LTR, nos
proporcion6 informacion sobre el tamafio del reservorio y la replicacion
residual del VIH-1 en pacientes que reciben tratamiento antirretroviral y con
tropismo proviral definido. Se obtuvo una mayor carga proviral y episomal
(p=0.02 y p=0.00008 respectivamente) en muestras con tropismo proviral R5
en comparacion con el tropismo proviral X4, lo que sugiere una mayor
adaptacion de las variantes virales R5 y por lo tanto una replicacion viral

residual mayor. Se encontré que el reservorio de las variantes R5 es mayor al
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de las variantes X4 y se sigue manteniendo una replicacion viral residual en al
menos la mitad de las muestras analizadas aun con TARAA.

El andlisis de la carga proviral y episomal 2-LTR del VIH-1 puede ser
considerado como un marcador clinico util, ademas de los otros marcadores
que se utilizan actualmente, durante el seguimiento de los individuos
infectados con el virus, asi como para evaluar la replicacion viral en el

reservorio y la eficacia del tratamiento antirretroviral.
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