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RESUMEN

Las mutaciones en las quimiocinas y sus receptores; SDF1, CCR2 y CCRS5 han sidc
identificados y asociados con resistencia a la infeccién del virus de inmunodeficiencic
humana tipo 1 (VIH-1) y retardo de la progresion al sindrome de inmunodeficiencia
(SIDA) o muerte. Los datos de poblaciones con mezclas de etnias tales como Ia
poblacién panamefla son muy escasos. El propésito de este estudio fue determinar la
frecuencia de los polimorfismos en SDF1, CCRS5 y CCR2 en individuos panamefos
infectados pennatalmente y su asociacion con progresion a muerte. Ademas de
determinar la frecuencia de los polimorfismos en SDF1, CCR5 y CCR2 en sujetos adultos
infectados con VIH-1.

Muestras de sangre de 74 sujetos infectados perinataimente con ViH-1 y 223 adultos
infectados con VIH-1 fueron obtenidas y evaluadas para las mutaciones CCR5 delta (4)
32 en el gen de CCRS5, CCR5-59029 en la region del promotor de CCRS, CCR2-V64|, y
en el gen SDF1-3'A utilizando PCR y PCR-RFLP.

Los sujetos infectados perinataimente que presentaron el polimorfismo CCR5-59029G
mostraron una progresién lenta a muerte y una mejor recuperacién de los niveles de
linfocitos T CD4. Los sujetos con el polimorfismo SDF1-3'A entre las edades de 5 a 12
aflos mostraron una progresién lenta a muerte y una disminuciéon estadisticamente
significativa de la carga viral del VIH-1 después del tratamiento con TARV. Los analisis
estadisticos no mostraron ninguna asociacion con la progresion a SIDA o muerte.

Este es el primer estudio que se realiza en Centroamérica en busca de asociacion entre
factores genéticos del hospedero y progresion a SIDA y muerte en sujetos infectados con
VIH-1 perinatalmente. Como se esperaba, la frecuencia del alelo A32 entre nuestra
poblacidén de estudio fue marcadamente bajo comparado a frecuencias reportadas en
caucasicos. El polimorfismo CCR5-59029G fue relacionado a progresion lenta a SIDA y
muerte en individuos infectados perinatalmete con ViH-1, su deteccién puede aportar
informaciéon en la evolucion clinica en estos sujetos y apoyar en las decisiones

terapéuticas.



INTRODUCCION

El presente trabajo responde a la necesidad de conocer si los factores genéticos
pueden ejercer algin impacto en la sobrevida de los pacientes viviendo con VIH/SIDA.
Se han investigado ciertas mutaciones en regiones promotoras o codificantes de
quimiocinas y sus ligandos, que son responsables de una mayor sobrevida en aquellos
individuos infectados con el virus que conduce a SIDA. Desde la década de los 80,
cuando aparecen los primeros casos de pacientes presentando signos evidentes de
desgaste o inmunodeficiencia se iniciaron las investigaciones, primero para conocer el
agente causal y una vez descubierto conocer mas del ciclo de vida de este minlsculo
pero letal virus. Asi se inicia una extensa y profunda investigacion en el mundo entero,
del virus, que revolucionaria todos los conceptos de bioseguridad en los hospitales y
bancos de sangre en forma global. El virus que ha provocado marchas y hasta tener un
dia para que todos los lideres mundiales se reunan y discutan las estrategias a seguir
para hacer frente a esta pandemia, es el VIH. Este virus pertenece a los retrovirus que
necesita de clertas moléculas proteicas para invadir las células donde se multiplicaran
para luego salir de ellas e invadir a otras células susceptibles en el organismo. Esta bien
estudiado el rol que las células del sistema inmune juegan en la proliferacién del virus
dentro del ser humano al expresar en la membrana citoplasméatica proteinas que
interaccionan con las proteinas virales. Estas proteinas son el blanco de una gran
variedad de estudios siendo este, ademas, uno de mis objetivos. A mediados de 1996,
Liu et al. publicd que en la sociedad humana existen individuos que no expresan unas de

las proteinas de membrana necesanas para que la interaccién virus — célula se ejecute.



Para que la entrada del virus se dé, es necesario la unién de las proteinas virales a un
receptor de membrana llamado CD4, luego esta unién desencadena un cambio
conformacional de las proteinas virales permitiendo la interaccién de otra proteina viral
con un correceptor de membrana. EI CCRS5 fue la proteina que no era expresada en
ciertos individuos de la poblacion, en especial descendientes del Norte de Europa.
Ademas de no expresar la proteina en mencién, se descubri6 que el VIH no puede
penetrar a las células si este no esta presente en la membrana de las células siendo
estos individuos resistentes a la infeccion del VIH. Después de este descubrimiento se ha
seguido estudiando la relacion del VIH con otros correceptores y desarrollando
investigaciones para conocer el mecanismo y todos los componentes usados para la
entrada del virus a las células. Por ello, es importante conocer todos estos mecanismos
ya que en 2005, Fatkenheuer et al. publicaron la estrategia de bloqueo del CCR5 como
terapia antirretroviral buenos resultados en pacientes con cepas virales con tropismo
hacia esta proteina. Cientificos de diferentes latitudes han estado estudiando otros
receptores y ligandos, y en nuestros paises se han iniciado multiples estudios para
conocer la prevalencia de estos polimorfismos en la poblacién latinoamericana. En
Panama, desde el 2001 estamos estudiando la frecuencia de ciertos polimorfismos en
estas proteinas tanto de poblacién control como en pacientes viviendo con VIH/SIDA. Lo
interesante es que conoceremos nuestra herencia en cuanto a estos polimorfismos y
otros no estudiados hasta el momento en pacientes panamefos VIH+, también
analizaremos si tienen alguna relacién con el estado viral e inmunolégico de estos

pacientes, siendo esto Ultimo por primera vez investigado en nuestro pais.






GENERALIDADES DEL VIH
I. TAXONOMIA

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia de los Retrovirus, al
género de los Lentivirus, se subdivide en tipo 1y 2 y sus huéspedes naturales son los
vertebrados que produce infeccion crénica en el hospedero y gradualmente dafio al
sistema inmune del huésped (1, 3, 5, 6).

La familia de los Retrovirus es un grupo de virus RNA de cadena o hebra sencilla
cuyas relaciones genéticas se establecen a partir de la composicion de los aminoacidos
de la enzima transcriptasa reversa, de la secuenciad e los genes gag y env (6). Por el
momento, se conocen siete subfamilias: los  Alfaretrovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deitaretrovirus, Epsilonretrovirus, Lentivirus, y Espumaretrovirus. Los
Deltaretrovirus, también llamados Oncovirus, estan asociados a las leucemias de las
células T y a las leucemias de células peludas (HTLV-1 y HTLV-2) y los Lentivirus al
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Hasta 1987, el VIH estaba clasificado
en la subfamilia de los Oncovirus y se denominaba HTLV-Il| (6).

Los Lentivirus son asociados con enfermedades crénicas del sistema hematoldgico y
nervioso en animales y hombre (20). Tres principales tipos de Lentivirus que han sido
caracterizados en primates son: el virus de inmunodeficiencia del simio (SIV, de sus
siglas en inglés) y entre humanos, los dos tipos relacionados estrechamente, el ViH-1, el
tipo predominante en el mundo, y el VIH-2 endémico de Africa Occidental, pero que se ha
extendido a Europa (especialmente Portugal), Suramérica y la India (1, 3, 4, 6). Ademas,
existen otros géneros de Lentivirus que infectan equinos, caprinos, y bovinos (6).

Los genomas de los Lentivirus son complejos, codificando un nimero de proteinas
reguladoras y accesorias no encontradas en otros Retrovirus (20). Todos los Retrovirus

expresan tres genes, gag, pol, y env, los cuales codifican las proteinas estructurales asi



como las enzimas requeridas para la replicacién del virus. Sin embargo, los Lentivirus
contienen genes adicionales que son esenciales o contribuyen con la persistencia y
eficiencia de la replicacién viral. El Lentivirus prototipo, VIH-1, codifica seis genes
adicionales (tat, rev, vif, vpu, vpr, nef). El VIH-2 y el SIV pierden el gen vpu, pero
contienen un gen llamado vpx. Los Lentivirus no primates contienen poco de estos genes
extras, pero todos contienen los genes tat, y nev, los cuales son genes de expresion viral

responsables de la activacién transcripcional y post-transcripcional (1, 6, 20).

Tabla #1. Taxonomia de! VIiH.

Grupo: Grupo VI (ssRNA-TR)
Familia: Retroviridae
Género: Lentivirus

Especies: VIH-1, VIH-2



ll. GENOMA Y PROTEINAS VIRALES DEL VIH-1

A. Genoma
El genoma del VIH-1 consiste de dos moléculas de RNA, de polaridad positiva,

identicas de una sola cadena, de 9.213 Kb (18) dentro del virién, mientras la forma
persistente del genoma del VIH-1 es una cadena de DNA proviral doble dentro de las
celulas infectadas (4, 7,14, 20). El VIH, como oftros retrovirus, contiene 3 genes
estructurales, y 2 genes reguladores; incluyendo, 4 genes accesorios (4, 7, 14, 17, 20). El
RNA del VIH esta flanqueado por dos secuencias redundantes (R) cortas, en ambos
extremos. Estas son adyacentes a secuencias (nicas, U5 y U3, encontradas en los
extremos S’ y 3, respectivamente. La caracteristica que define a un Retrovirus es su
habilidad de convertir su RNA genémico a un DNA intermedio a través de la transcriptasa
reversa codificada por el virus. Una reaccién subsecuente catalizada por otra enzima
viral, integrasa, resulta en la integracion de esta molécula de DNA dentro del DNA del
hospedero. La integracion genomica es casi al azar, ocurriendo preferiblemente en sitios
activos transcripcionalmente (17, 19, 20).

Una importante modificacion como resultado de la transcripcion reversa e integracién
es la duplicacién de las secuencias U5 y U3, de modo tal que el provirus ahora contiene
U3 — R — U5 en ambos extremos. Estas secuencias que flanquean al provirus son
designadas secuencias repetitivas largas (LTR). Los LTR permiten la integracién al
genoma celular y alli se encuentran los elementos reguladores iniciales de la

transcripcion viral (Figura #1) (4, 14, 15, 16, 17, 19, 20).

 — —

Figura #1. Genoma del VIH-1. Se observa la division del genoma en los diferentes genes que forman parte
del material genético viral del VIH-1. Adaptado de Janeway. et a/., 2001



En la

resumidas.

tabla #2 muestra los nombres de los 9 genes del VIH y sus funciones

Tabla #2. Genes y proteinas del VIH, ademas de sus funciones sumariadas (4, 14,15, 17)

LTR Integracion del DNA viral dentro del genoma de la célula del hospedero, Sitio de 1
unién para los factores de transcripcién del hospedero
Env Gp160 Poliproteina precursora
SU/gp120 Proteina de la envoltura viral
Interaccion con el receptor CD4 y correceptores CCR5y CXCR
TMigp41 Fusién de membranas (fusion e internalizacion)
gag pb5 Poliproteina precursora
CA/p24 Proteina de la nucleocapside
MA/p17 Proteina de la matnz
NC/p7 Proteina de la nucleocapside Ribonucleoproteina
Ribonuclecproteina. Encapsidacion viral
pé
Pol Transcriptasa Retrotranscripcion
reversa/p66/p51, TR Actividad ARNasa H
Integrasa/p31, IN Media la insercion del DNA proviral del VIH. Integraciéon
Proteasalp11, PR Procesamiento pos-transduccional de las poliproteinas gag y gag-pol
Tat Tat Elongador del ARN mensajero
Transactivador
Induccién de apoptosis
Rev Rev Regulador del transporte y el procesamiento del ARN mensajero
Permite la exportacién de transcritos no empalmados y empalmados
parcialmente del nicleo
Nef  Nef Incremento de la retrotranscripcion (replicacién viral) in vivo e in vitro.
Regulacidn negativa de CD4 y HLA clase |
Induccién de apoptosis en linfocitos T citotéxicos (LTC)
vif Vif Aumenta la infectividad viral
Interaccion con APOBEC3G
Vpr  Vpr Transactivador viral
Transporte del complejo de preintegracién al nacleo
Aumenta |la produccion de vinones
Detencion del ciclo celular. Induccion de apoptosis
Vpu  Vpu Secuestro de CD4 en el reticulo endoplasmatico

Aumenta |la generacion y liberacion de vinones desde la membrana celular




B. Proteinas Virales y sus Principales Funciones
Las proteinas del VIH-1 son divididas dentro de tres clases:
3¢ Proteinas estructurales: Gag, Pol, y Env
3¢ Proteinas reguladoras: Tat, y Rev
3€ Proteinas accesorias o auxiliares: Vpu, Vpr, Vif, y Nef (16, 17)

En la tabla #2 encontrara las proteinas del VIH con sus funciones resumidas.

1. Proteinas Estructurales

1.1 Gag

El gen gag (Figura # 2) da origen a la proteina precursora Gag de 55 kilodaltons (KD),
también llamada p55, la cual es expresada desde el RNA mensajero (RNAm) viral no
empalmado. Al momento de la traduccién, p55 es miristilada en su extremo amino
(Figura #2), provocando su union con el lado citoplasméatico de la membrana celular. La
p55 asociada a membrana recluta dos copias del RNA gendmico viral junto con oftras
proteinas celulares y virales que desencadenan el brote de la particula viral desde la

superficie de una célula infectada. Después del brote de la particula viral, la p55 es

Figura #2 Representacion de la organizacion del genoma y virion del VIH Adaptado de Frankel, ef al., 1998.



dividida por la proteasa viral (producto del gen pol) durante el proceso de maduracién
viral en cuatro proteinas méas pequenas matriz (MA), capside (CA), nucleocapside (NC), y
p6 (16). Dos péptidos espaciadores, p2 y p1, son también generados de la divisién de la
p55 (Figura #3) (17).
MA
La mayoria de las moléculas de MA permanecen unidas a la superficie interna de la
bicapa lipidica del viridn, estabilizando la particula (Figura #2). Un subconjunto de MA es
reclutado dentro de la capa mas profunda del vindn donde lleva parte del complejo el cual
escolta el DNA viral al nucleo. Estas moléculas MA facilitan el transporte nuclear del
genoma viral porque una senal canofilica (afin al nucleo) sobre MA es reconocida por la
magquinaria nuclear celular importada. Este fenémeno permite al VIH infectar células sin
divisidn, una propiedad inusual para un retrovirus (16).
CA
CA forma el centro cbénico de particulas virales (Figura #2). La ciclofilina A ha
demostrado interactuar con la regidn p24 de p55 conduciendo a su incorporacién dentro
de las particulas virales. La interaccion entre Gag y la ciclofilina A es esencial porque la
interrupcidn de esta interaccidn por ciclesporina A inhibe |a replicacion viral.
NC
La regidn NC del Gag es responsable reconociendo especificamente la senal de
empaquetamiento de VIH. La sefial de empaquetamiento Psi (W) consiste de cuatro
estructuras de loop con tallo localizado cerca del extremo 5' del RNA viral, y es suficiente
para mediar la incorporacion de un RNA heter6logo dentro de los viriones (Figura #3). NC
une a la sefial de empaquetamiento a través de interacciones mediadas por motivos de

dos anillos de zinc. NC también facilita la transcripcion reversa (16).
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p6

La region polipeptidica p6 media las interacciones entre p55 y la proteina accesoria
Vpr, conduciendo a la incorporacion de Vpr dentro de los viriones ensamblados. La
region pé también contiene un dominio tardio asi llamado el cual es requendo para la

liberacion eficiente de los brotes de virones desde una célula infectada (Figura #3) (12,

16, 17).
vif @ .
E%r} vea net
O— 1ot —@
I w u rev D
l U[ {p160) env(gp160)
rury L%
8G (p55 PR o IN(PY) sy ™
989 tpss) (P11}~ o5 {gp120) {(gps1)

2 AT
Ma CA | NCIps
{p17) (p24) 12 Lu‘

(7}

Figura #3 Genes estructurales y sus principales proteinas. W indica posicién de la seral de
empaquetamiento del RNA. El sitio de minstilacién N terminal de Gag es indicado como ‘myr’. Adaptado

de Freed. et al.. 2001.

La mayoria de los retroviruses codifican secuencias especificas que promueve la
liberacién de las particulas virales. Estas secuencias son conocidas colectivamente como
dominio tardio o “L" para hacer hincapié en su papel tardio en el ensamblaje de virus. Los
retroviruses codifican sus dominios L en una variedad de posiciones en Gag, en el caso
del VIH-1, el dominio L esta presente en p6. Deleciones de p6, o mutaciones dentro de

un motivo Pro-Thr/ Ser-Ala-Pro aftamente conservado localizado cerca del extremo N

terminal de p6, perjudican la liberacion de particulas virales (17)
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1.2 Pol

La enzima codificada por po/ es inicialmente sintetizada como un precursor de
poliproteina Gag-Pol, p160, cuya sintesis resulta de un evento de cambio de marco de
lectura, el cual es desencadenado por un motivo de RNA cis-acting. Cuando el ribosoma
encuentra este motif, ellos cambian aproximadamente 5% del tiempo al marco de lectura
pol sin interrumpir la traduccién. La frecuencia del cambio del marco de lectura ribosomal
explica porque los precursores de Gag y Gag-Pol son producidos en una proporcién de
aproximadamente 20:1 (16, 17). Las enzimas codificadas individualmente por pol,
proteasa (PR), transcriptasa reversa (TR), RNasa H (p51), e integrasa (IN) son divididas
desde la p160 por la proteasa viral (Figura #2 y #3). Esas divisiones no todas ocurren
eficientemente, por ejemplo, aproximadamente 50% de la proteina TR permanece unida
ala RNasa H como un polipéptido Unico (p66) (17).

PR

La actividad proteasa es requerida para la divisién de los precursores de poliproteina
Gag y Gag-Pol, y cambios conformacionales deben ocurrir con 1a particula, para producir
virus maduro infeccioso. Algunos de estos eventos de maduracién pueden ocurrir
simultaneamente con el ensamblaje y brote. La PR divide en varios sitios 1a polipreteina
para producir las proteinas finales MA, CA, NC, y p6 desde el Gag y las proteinas PR,
TR, y IN desde Pol. El ensamblaje y maduracién deben ser altamente coordinados, los
factores que influyen en la actividad PR pueden tener efectos draméticos sobre la
Pproduccién de virus. PR funciona como un dimero y es parte de Pol, asi la actividad PR
inicialmente depende de la concentracién de Gag-Pol y de la tasa de autoprocesamiento,
el cual puede ser influenciado por secuencias p6 adyacentes (12, 16). El péptido
espaciador p2 localizado entre CA y NC puede también ayudar al control de |as tasas de

division relativas e infectividad, y el procesamiento de NCy p6 pueden ser ademas
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influenciados por la RNA unida a NC. La sobreexpresién de PR puede conducir a tasas
aberrantes de procesamiento e infectividad reducida (12). El conocimiento de su
estructura ha conducido a una clase de droga dingida hacia inhibir la funcién de la
proteasa. Estos compuestos antivirales han mejorado grandemente el tratamiento para
los individuos infectados con VIH-1 (16).

TR

Una de las caracteristicas distintivas de los retrovirus es su habilidad para convertir su
genoma de RNA en DNA de doble hebra en la post-infeccion temprana. Esta accién es
catalizada por la enzima TR. En el caso del VIH-1, la TR es un heterodimero de dos
subunidades, una de las cuales es de 66 KDa (p66), la otra de 51 KDa (p51). Estas dos
subunidades son derivadas de la misma region del precursor de poliproteina, p160; p51
es formado cuando el dominio de 15 KDa de la RNasa H del extremo C terminal de p66
es removido por la PR (12, 17).

Durante el proceso de transcripcion reversa, la polimerasa hace una copia de DNA de
doble hebra de el dimero de RNA genodmico de hebra unica presente en el viritn. La
RNasa H remueve la hebra patrén de RNA de la primera hebra de DNA, permitiendo la
sintesis de la hebra complementaria del DNA. El DNA viral puede ser completamente
sintetizado dentro de 6 horas después de la entrada viral, aunque el DNA puede
permanecer sin integrarse por pericdos prolongados. Muchos elementos cis-actuantes en
el RNA viral son requeridos para la generacién del DNA viral. Como la polimerasa no
contiene una actividad de revision enzimatica (Proofreading activity), la replicacion esta
propensa a errores e introduce varios puntos de mutacion dentro de cada nueva copia
del genoma viral. El VIH, y otros retroviruses, empacan dos copias del genoma de RNA
de hebra sencilla por virién. En este caso la transcripcion reversa implica saltos de una

hebra a otra, |a interaccion TR/hebra patrén es de una afinidad relativamente baja. Como
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consecuencia, el cambio de hebra patrén puede ocurrir con frecuencia; si las dos
moléculas de RNA en un virién particular no son genéticamente idénticas, la hebra patrén
cambiante resultard en la generacion de un DNA genémico recombinante nuevo que
contiene secuencias derivadas de ambas hebras de RNA parental. La alta frecuencia de
recombinacién genética, junto con la alta tasa de mutacién de la TR del VIH-1 (3 x 10°
por ciclo de replicacion) resulta en poblaciones de VIH siendo secuencias altamente
heterogéneas (formando las llamadas “cuasiespecies”). Provocando que el VIH sea
capaz de evadir rapidamente la respuesta inmune del hospedero y desarrolle resistencia
a las drogas antirretrovirales (12, 16, 17).
IN

Esta enzima de 32 KDa cataliza una serie de reacciones para integrar el DNA lineal
viral de doble hebra dentro del genoma del hospedero.

El DNA viral producido dentro del citoplasma de la célula hospedera es transportado
al nacleo, en forma de complejo de preintegracién (CPI), junto a la IN y proteina Vpr.
Dentro del nucieo y cerca de la cromatina, ia N catatiza la union de DNA viral de doble
hebra en el DNA celular.

Algunos detalles de 1a integraciéon del ViH al genoma del hospedero:

En el citoplasma
1. Fijacién estable de IN a los extremos U3 y U5 de las secuencias LTR virales. La
actividad exonucleasa de IN corta un dinucleétido GT en cada extremo 3' (U3 y
US) en el DNA lineal doble viral. Esta reaccién conocida como procesamiento de
extremos 3', genera una molécula de DNA de doble hebra con extremos 3’

empotrados (17, 19).
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En el nucleo

2. La actividad endonucleasa de la doble hebra de DNA viral hace un corte en el
DNA celular. Los extremos 3’ del DNA viral se unen de forma covalente a los
extremos 5’ del DNA celular. Esta reaccién es conocida como transferencia de
hebra (12, 16, 17,19)

3. El proceso de integracién es completado cuando las enzimas de reparacién celular
llenan los espacios entre el DNA viral y el DNA celular (12, 16, 17, 19). Para
favorecer la reparacién y lograr una integraciéon productiva del DNA del VIH en el
huésped, es necesario eliminar [a IN en este sitio de integracién mediante la

accion de una ubiquitina ligasa (la proteina VHL) y del proteosoma (19).

1.3 Env

Las glicoproteinas de envoltura (Env) también son sintetizadas como un precursor de
poliproteinas. La Env de 160 KD (gp160) es expresada desde el ARNm empalmado
individuatmente. Primero sintetizado en el reticulo endoplasmatico, Env migra a través
del complejo de Golgi donde sufre glicosilacién con la adicion de 25 a 30 complejos de
cadenas laterales de carbohidratos unidos al extremo N terminal se anaden a los
residuos de asparagina (16). La glicosilacion Env es requerida para la infectividad. Una
proteasa celular divide la gp160 para generar gp41 (TM) y gp120 (SU) (Figura #2). La
gp120 contiene los determinantes que interactian con el receptor y el correceptor,
mientras que gp41 no solo ancla el complejo gp120/gp41 en la membrana a través de
interacciones no covalentes como estructuras triméricas (16, 17, 21), sino que contiene
dominios que son criticos para catalizar la reaccién de fusién de membrana entre la
membrana lipidica del hospedero y la viral durante la entrada del virus (17). La

comparacion de secuencias env de un gran namero de aislados virales revelé que la
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gp120 esta organizada dentro de cinco regiones conservadas (C1 — C5) y cinco dominios
altamente variables (V1 — V5) (Figura #3). Las regiones variables tienden a ser
localizadas en bucles (loops) unidos por puentes de disulfuro. La gp41 estd compuesta
de tres dominios principales: el ectodominio (el cual contiene determinantes esenciales
para la fusidn de membrana), la secuencia ancla transmembrana, y Ia cola citoplasmatica
(Figura #3) (17). Ademas, esta proteina transmembranal contiene dos regiones helicales;

HR1 (hélice N) y HR2 (hélice C), y un péptido de fusion (Figura # 3) (17, 21)

2. Proteinas Reguladoras

2.1 Tat

Tat es un transactivador transcripcional que es esencial para la replicacién del ViH-1.
Tat es una proteina de 101 aminoacidos codificada por dos exones de RNA; un Tat mas
pequefio de 72 aminoacidos (codificado por un exén) es codificado por algunos aislados
(17). Tat es una proteina de unién a RNA, distinta a los factores de transcripcién que
interactuan con el DNA. Tat unido a una estructura de lazo de tatio corto (short stem-
loop), conocida como la regidn de respuesta transactivacion (TAR), que es localizado en
€] extremo 5 del RNA wviral. Un dominio fico €n arginina de Tat ayuda a mediar en la
unién a una region abultada de tres nucleétidos de! TAR (12, 17). La unién de Tat ocurre
junto con proteinas celulares, en especial los factores de transcripcién NF-kB y Sp1, que
contribuyen con el efecto de Tat. La unién de Tat a las actividades de transcripcion TAR
del LTR VIH incrementa la sintesis de RNA al menos de 100 a 1000 veces (12, 14, 16,
17).

Tat actta principalmente para promover la fase de la elongacién de la transcnpcion
del VIH-1, asi transcritos de longitud completa pueden en ausencia de |a expresion Tat,

el VIH genera principalmente transcnptos cortos (>100 nuclettidos). La estimulacién de
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la elongacidn de la polimerasa es acompanada por el reclutamiento de una serna
quinasa la cual fosforila el dominio carboxiterminal (CTD) de la RNA polimerasa Il (12,
16, 17). Esta quinasa, la cual es conocida como familia quinasa dependiente de ciclina
(CDKQ9), es parte de un complejo que se une directamente a Tat. La funcién de Tat
requiere de un co-factor celular, conocido como ciclina T, |a cual facilita el reconocimiento
de la regidn del lazo TAR por el complejo ciclina T-Tar. Ademas, Tat ha demostrado
activar la expresién de un numero de genes celulares incluyendo el factor de necrosis
tumoral beta y el factor de transformacion de crecimiento beta, y disminuir la expresion
de otros genes incluyendo bcl-2 y scya-3 de la quimocina, MIP-1 alfa (16,17)

2.2 Rev

Es una fosfoproteina de unidén a secuencias especificas de RNA, de 19 KDa (116
aminoacidos), y codificada por dos exones. Actla para inducir la transicion de la fase
temprana a la tardia en la expresion de genes del VIH (16).

El VIH-1 requiere transportar RNA empalmado parcialmente y no empalmado al
citoplasma, representando esto un problema para el virus (17) porque normalmente, los
RNAs que contiene intrones son retenidos en el nucleo (16). Este problema fue resuelto
por el wirus a traves de la expresion de proteinas virales, Rev (por “regulador de la
expresion de proteinas virales”’) y un elemento de RNA cis-actuante, el elemento de
respuesta Rev (RRE) (17). La unidn de Rev al RRE facilita la exportacién del RNA viral
empalmado parcialmente y no empalmado desde el nucleo al citoplasma (19).

Rev es absolutamente requerido para la replicacion del VIH-1: provirus que pierden la
funcién Rev son transcripcionalmente activos pero no expresan genes virales tardios, y

de este modo, no producen viriones (16).
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3. Proteinas Accesorias

3.1 Nef

El origen de su acronimo, factor negativo, fue porque originalmente se reportd
suprimiendo |a expresion genética de la LTR del VIH. Ahora se conoce su importancia
en la patogénesis de los lentivirus (16, 17).

Nef es una fosfoproteina asociada a membrana, de 27 KDa. Al igual que Gag, su
union a membrana es dependiente del acido miristico covalentemente unido al extremo N
(12, 16, 17).

Entre sus funciones esta reducir los niveles de CD4 celular. Nef facilita 1a entrada del
CD4 desde la superficie de la célula y el aparato de golgi al lisosoma, resultando en
degradacion del receptor y previniendo inapropiadas interacciones con Env, como por
Vpu (12).

Otra de las funciones de Nef, es disminuir la expresién sobre la superficie celular de
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH, o por sus siglas en
ingtes MHC) clase 1. Esto permite 1a evasion de las células infectadas del ataque de 1as
células T citotoxicas (CTL) (12, 17).

Nef también estimula la infectividad de los viriones del ViH. Las particulas de ViH-1
producidas en presencia de Nef pueden ser 10 veces mas infecciosas que los viriones
producidos en la ausencia de Nef, las bases moleculares de este mecanismo no estan
del todo claras. Nef es empalmado dentro de los viriones, donde es dividido por la PR
durante la maduracién del virion. Los viriones producidos en la ausencia de Nef son
menos eficientes para la sintesis de DNA proviral, aunque Nef no parece influir
directamente en el proceso de transcripcién reversa. La disminucion de CD4 y el efecto
sobre la infectividad del viriébn por Nef son genéticamente distintos como demostré ciertas

mutaciones que afectan una de estas dos actividades (16).
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3.2Vpr

El gen vpr (por proteina viral r) codifica una proteina de 14 KDa, de 96 aminoacidos,
que es incorporado eficientemente dentro de los viriones (Figura #2). Aproximadamente
100 copias de Vpr son asociadas con cada virion. La incorporacion de Vpr depende de
una interaccion especifica con u motif rico en leucina localizado cerca del extremo C de
p6 (17).

Vpr bloquea la division celular. Se acumula Vpr en las células en la fase G2 del ciclo
celular (12, 16, 17).

Otra caracteristica importante de Vpr, es favorecer la infeccion de células sin divisién
por el VIH,; facilitando la localizacion nuclear del complejo de preintegracion (CPI). El Vpr
estd presente en el CPl. Esta proteina actia como un factor de transporte
nucleocitoplasmatico atando directamente el genoma viral a el poro nuclear (12, 16, 17).

3.3 Vif

El gen Vif codifica una proteina de 23 KDa y 192 aminoacidos (Figura #2). Importante
para la produccion de viriones aftamente infecciosos. La expresion de Vif es altamente
conservada entre los lentivirus. Mutaciones en Vif pueden causar profundos defectos en
la infectividad del virus (12, 17).

Vif es esencial para la replicacion del VIH en linfocitos de sangre periférica,
macréfagos, y ciertas lineas de células. En la mayoria de las lineas celulares, Vif no es
requerido, sugiriendo que estas células pueden expresar una proteina que puede
completar la funcion de Vif. Estas lineas celulares son llamadas permisivas para
mutantes Vif del VIH. Los viriones generados en células permisivas pueden infectar

células no permisivas pero el virus subsecuentemente producido no es infeccioso (16).
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3.4 Vpu

El gen Vpu codifica una fosfoproteina de membrana integral, de 81 aminoacidos y 16

KDa. Esta proteina solo se encuentra en el VIH-1 y no es codificada por los genomas de

VIH-2 o SIV. Vpu es expresado desde el RNAm que también codifica a Env.

Vpu ejecuta dos principales funciones durante la replicacion del VIH-1:

Mejora la liberacién de particulas virales desde la superficie de una célula
infectada. En ausencia de Vpu, gran numero de virones pueden ser vistos unidos a
la superficie de la célula infectada (12).

Promueve la degradacion de CD4. En las células infectadas con VIH-1, las formas
complejas entre el receptor viral, CD4, y la proteina de envoltura viral en el reticulo
endoplasmatico causan el arresto de ambas proteinas dentro de su
compartimiento. La formacion de complejos Env-CD4 intracelulares,por ejemplo,
interfiere con el ensamblaje viral (16, 17). Con este, son tres los mecanismos para
disminuir la expresion de receptor CD4. Un mecanismo implica el arresto
intracelular de CD4 por las glicoproteinas Env, un segundo opera a través de Nef y

la tercera es promovida por Vpu (17).

3.41Vpx

La proteina-codificada por el gen vpx no se encuentra en-el ViH-1.-Codificada por-el

VIH-2/SIV:/SIVmae.  VpX lleva considerables secuencias homélogas con Vpr, vy,

parecida a esta ultima proteina, es incorporada en niveles relativamente altos dentro

de viriones por una interaccion con Gag en el extremo carboxilico (C). Su funcidn se ve

orientada a la infeccién de la célula sin divisiébn celular, no induciendo la detencién del

ciclo celular. De esta manera, las funciones propuestas de detencion del ciclo celular e
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importacion nuclear de Vpr del VIH-1 son separadas en dos proteinas (Vpr y Vpx) en

los lentivirus VIH-2/SIVen/SIVimae (17).

lil. ESTRUCTURA DEL VIH

A. Envoltura Viral

Los viriones del VIH maduros tienen forma esférica de 100 — 120 nm en diametro y
consta de una envoltura externa compuesta de una membrana lipidica de origen celular.
Embebida en toda la envoltura viral estan las proteinas de las células del hospedero, asi
como 72 copias de un complejo de proteinas del VIH conocido como las glicoproteinas
de envoltura (Env). Estas copias de Env sobresalen como puas a través de |a superficie
del viridén. Cada pua estd compuesta de tres glicoproteinas de superficie 120 (gp120)
unidas no covalentemente a los dominios transmembranales de la glicoproteina 41
(gp41), organizada en simetria triangular, y ademas ancla la pua a la envoltura viral (7, 8,

9, 10, 11) (Figura #4).

Protema de Envohura Transmembrana Proteina de Envoltura de Superficie
(gpat. T™M) _— {gp120, SU)
7

Matriz Nucleocipside (p7, NC)

®17.MA) RNA genémico viral

Membrana Capslde(uzl“ CA)
Integrasa
(p31.IN)

p Transcriptasa Reversa
roteasa (p11, PR) (p66/pS51. RT)

Figura #4 Representacion de la estructura del VIH-1 Adaptado de Freed, et a/., 2001.
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B. Nucleeocépside Viral

Dentro de la envoltura viral, las principales proteinas estructurales formando el area
del core o nucleocapside son MA o p17, CA o p24, y NC o p7 (7) (Figura #4). MA; forma
una cubierta asociada directamente a la cara interna de la membrana por el extremo N-
terminal y es importante para la seleccion de las proteinas precursoras Gag y Gag-Pol a
la membrana plasmatica antes del ensambiaje viral, es decir, estad ubicada entre el
capside viral y la envaltura viral (7, 9, 12). Los dominios N-terminal de CA se ensamblan
en aproximadamente 1,500 a 2,000 anillos hexaméricos y 12 declinaciones pentaméricas
para constituir fa capside viral con forma de cono, que contiene el material genético del
virus de VIH (3, 7, 8, 13), y rodea la nucleocapside y sus enzimas asociadas,

transcriptasa reversa (TR), proteasa (PR) e integrasa (IN) (7, 12).



IV. ORIGENES Y DIVERSIDAD

Es generalmente aprobado que el VIH-1 y VIH-2 representen introducciones
zoondticas nuevas en la poblacion humana dentro de los 100 afios pasados (4). Hay
evidencia de que el lentivirus animal mas relacionado al VIH-1 viene a humanos desde el
chimpace (Pan troglodytes), el cual alberga el virus de inmunodeficiencia simiano (S1Vy,;,)
y vive en Africa Central (4, 27). Varios genomas del SV, se han secuenciadoy fos que
residen en la subespecie de Pan troglodytes troglodytes son los mas cercanos al ViIH-1
(4, 27, 28). Otro SIV (SIV,,) fue descubierto en gorilas viviendo-en-estado salvaje (Gorilta
gorilla gonila) tiene muchas de las propiedades biologicas necesarias para la infeccion en
humanos. Evidencia reciente sugiere que el grupo O del VIH-1 pudo haberse originado
en gorilas, en que el mas cercano pariente de este grupo ha sido identificado (35). Y en
el 2009, fue identificada una nuevo VIH-1 cercanamente relacionado al SV, en una
mujer camerunés. Esta nueva variante de VIH-1 es distinta de los tres grupos de VIH-1
establecidos (29). Ahora se tiene identificado en poblaciones humanas, cuatro principales
grupos de VIH-1, llamados M, N, O (4, 27, 28) y P (29) (Figura# 5). El grupo M (“main” =
principal) comprende |la mayoria de los subtipos que se han extendido a través del
mundo a causa del contagio epidémico mundial (4, 28); el grupo O (“outlier” = persona u
objeto alejado del lugar al que pertenece (30)) es encontrado en Camerin, Gabdn y
Guinea Ecuatorial; el grupo N (*nonmain and nonoutlier” = no M no O) fue identificado en
1998 en una persona de Camerun (28); y finaimente el grupo P (“putative” = supuesto)
identificado en 2009, al igual que el grupo N, en una persona de nacionalidad Camerunés
(3, 29). Las secuencias de genes del grupo M, N, y O son tan distintas unas de otras

como ellos son del SIV,, Esto sugiere que ellos derivan de tres introducciones
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separadas de chimpancé a humanos, mas uno de ellos a llegado ha ser pandémico (4,

28)

SivepzPr

Figura #5. Arbol filogenético mostrando los cuatro grupos de VIH-1. Ademas se observa en rojo (RBF
168) la cepa de VIH-1 obtenida de la paciente de Camerun. Adaptado de Plantier, et al., 2009.

El caso mas antiguo documentado de infeccion por VIH-1 en humanos fue identificado
en una muestra de suero de Kinshasa, Zaire (Republica Democratica del Congo)
almacenada en 1959. Sobre las bases de las secuencias de VIH-1 obtenidas de este y
otros numerosos aislados mas recientes, ha sido estimado que el grupo M de la cepa
VIH-1 diversifico en humanos cerca de 1931 (95% de intervalo de confianza, 1911 a
1941) (4, 28). Similarmente, los ancestros comunes mas recientes de los subtipos del
VIH-2 han sido datados en los afios de 1940 (28, 35).

El VIH-2, cuyo DNA tiene 40 a 60% de homologia con el DNA del VIH-1, originado del
SIVsm del mono mangobeye gris — sooty mangabey — (Cercocebus atys) del Oeste de
Africa costera, desde Senegal hasta la Costa de Marfil, el epicentro endémico del ViH-2.

El VIH-2 comprende seis distintos linajes filogenéticos, subtipos A al F (3).
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En el Oeste y Centro de Africa, 10s primates no humanos son mantenidos como
mascotas y asesinados por alimento, sugiriendo rutas de transmisién — monos vy
antropoides, simio @ humanos — que estan en acuerdo con datos filogenéticos implicando
la infeccion de especies cruzadas (3, 4, 28) (Fig. #6). Estimados de cuando el VIH fue
introducido dentro de la poblacién humana, sobre la base de un reloj molecular y la
distribucion de las secuencias gendmicas del SIV entre los chimpancés de Africa Central,
demuestra que es improbable que las vacunas de poliovirus contaminadas fueran la

fuente de VIH (28, 36).

Figura #6. Chimpancé huérfano, encadenado a la chatarra de un automovil en un lote de
carros en Camerun. El resto de su familia fue cazada y asesinada para vender la carne a una

carniceria local como carne de monte. Adaptado de Weiss, et af , 1999.
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V. CLASIFICACION Y EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DEL VIH

El grupo M es el grupo circulante predominante del VIH-1. Ha sido dividido en
subtipos, indicados con letras, y sub-subtipos, indicados con nimeros. Los subtipos y
sub-subtipos A1, A2, A3, A4, B, C, D, F1, F2, G, H, J, y K son actualmente reconocidos.
Los subtipos del VIH-1, también llamados clades, son cepas de VIH-1 filogenéticamente
unidas que estan a la misma distancia filogenética aproximadamente una de la otra, en
algunos casos, los subtipos estan epidemiolégicamente o geograficamente unidos. Las
variaciones genéticas dentro de un subtipo pueden ser 15 a 20%, mientras las
varaciones entre subtipo es usualmente 25 a 35%. En la década pasada, avances en la
secuenciaciéon completa del genoma del VIH-1 ha conducido a la identificacién de formas
recombinantes circulantes y formas recombinantes unicas (CFRs y UFRs,
respectivamente). Esos son el resultado de recombinaciones entre subtipos dentro de
una persona infectada doblemente, de quien las formas recombinantes son entonces
transmitidas a otras personas. La progenie recombinante son clasificadas como formas
recombinantes circulantes si ellas son identificadas en tres 0 mas personas con ninguna
uniéon epidemioldgica directa; si no ellas son descritas como formas recombinantes

unicas (36) (Tabla # 3).

Esas definiciones ha ido evolucionando en la pasada década. La nomenclatura en la
literatura publicada varia, y ciertos subtipos se encontraron mas complejos después de
que su genoma completo fuera secuenciado. Por ejemplo, que fue previamente descrito
como subtipo "E", circutando en el sureste de Asia, resulté ser una forma recombinante
circulante conteniendo componentes del subtipo A y fue redefinido como CRF01_AE en

1998.
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Tabla 3. Clasificacion Filo enética del VIH-1 Ada tado de Ta lor, et al., 2008

Subtipos o Clados

Las cepas del VIH-1 genéticamente
relacionadas gue son
filogenéticamente equidistantes
esencialments, gensrando un

estrellado, mas bien parecido a un

Los subtipos A, B,C, D, F, G, H, J y K
son actualmente conocidos; A hasta D
son altamente prevalente, los otros
tienen prevalencia baja y distribucion

geogréfica definida.

arbol, filogenia.
Linaje bien diferenciado dentro de un Los subtipos A y F son subdivididos en
) subtipo; la distancia genética entre subtipos A1 hasta A4 y F1 y F2,
Sub-subtipos i ) o
sub-subtipos es mas peqgueila que respectivamente; principalmente esos
entre subtipos. circulan en Africa Central y Qeste.
. Comun en epidemias de mezcla de
Formas Cepas mosaico con segmentos de dos

Recombinantes
Intersubtipos

0 més subtipos altemo cruzando el

genoma

subtipos; se piensa resulta de la
infeccion de una persona con mas de un

subtipo de VIH-1.

Las formas recombinantes especificas
gque son esparcidas en una poblacion,
nuevas formas son definidas cuando

Actualmente, 43 formas son descritas;

F tres o0 mas personas sin unién CRFO1_AE y CRF02_AG son
ormas
] epidemiolégica directa se encuentran encontradas principalimente en el
Recombinantes ) ) ) i . _
infectadas; el nombre asignado refleja sureste de Asia y Africa Qccidental,
Circulantes . ) )
la composicion de la secuencia respectivamente, los otros tienen
descubieta y el subtipo, con “cpx” distnbuciones mas limitadas.
indica formas conteniendo tres 0o mas
subtipos.
- Cientos de formas han sido descritas en
Formas ] o ) ]
i Formas recombinantes unicas base a secuencias parciales 0 completas
Recombinantes . .
Oni recuperadas de s6lo una persona. del genoma; su potencial de expansion
nicas
epidemica es desconocido.
Los linajes, a menudo especificos de
Linajes pals, que son filogenéticamente B de Tai, C de hindu, D de Africa
Geograficamente caracteristicos, los subtipos diferentes, Occidental y Oriental, y A de la antigua
Definidos ellos no son filogenéticamente Union Soviética.

equidistantes dentro de subtipos.
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La distribucion global de subtipos y formas recombinantes circulantes reflejan la
complejidad de la epidemiologia molecular del VIH-1 (Fig. # 7). El virus CRF1_AE fue
primero identificado en Tailandia a finales de la década de los 80 Esta cepa y su
cercania familiar en Africa central ha tenido muchas diferencias, CRFO01_AE domina en el
sudeste de Asia, mientras en Africa, su forma recombinante circulante permanece
relativamente raro. Dos nuevas formas recombinantes circulantes combinando la cepa
de Tailandia B y la hindd C afines pero con estructuras de mosaico bien diferenciado,
apareciendo al sur de China entre usuarios de drogas intravenosas (UDI) y extendiendo,
entre varias rutas de trafico de drogas, cruzando el pais. Una cepa de baja diversidad del
subtipo A, y una nueva forma recombinante circulante derivada de esta, CRF03_AB,
surge en la antigua Union Soviética. Mas recientemente, CRF014_BG surgié entre UDI

en Espana y Portugal y continua extendiéndose.

-

A 8 y CRFOI At
CRFO2 AG y olras formas recombinantas
] A B Y AB
8 y 8F formasrecombinantss
< 8.C. y BC formas recombinantes
TOESl 6.6 HL X, y CRFOL y olas formes recombinanies
o Daios ncuficrenmes

D N
Figura #7. Distribucion Global de los Subtipos y Formas Recombinantes del VIH-1. Adaptado de
Taylor, etal., 2008.
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El subtipo F, raro en Africa central, aparece en America del Sur en la forma de cepas
recombinantes BF; el subtipo F progenitor de estos recombinantes nunca gané
prevalencia significativa. Finalmente, la epidemia de VIH-1 en Afganistan e Iran,
alimentado principaimente por los UDI, demostré estar unido ambas a la cepa

CRF35_AD recién aparecida.
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VI. CICLO DE REPLICACION DEL VIH-1

El ciclo de vida del VIH-1 envuelve una sene de pasos para el éxito de la infeccidén en

determinados tipos de células. Algunos eventos ocurren en un modo simultdneo o

coordinado, con propdsitos de docencia se presenta de manera gradual y ordenada. Los

numeros arabigos explican las fases del ciclo de replicacion viral de la figura #8.

a Entrada viral

b

El virus se fusiona con la superficie de la célula hospedera (Fig. #8 y 9-1):- Los

virus envueltos presentan dos vias de entrada a la célula diana: i) endocitosis, ii)
fusibn mediada por receptor. La endocitosis puede ser dependiente o
independiente del pH, en el primero se conoce que el virus acidifica el endosoma y
esto provoca la fusion de las membrana viral con la del endosoma liberando el
genoma viral al citoplasma; y en el ultimo caso, la endocitosis se da por interaccion
de residuos de hidratos de carbono expresados en la membrana del virus con
ciertas proteinas de la membrana del hospedero. No es considerada una unién
mediada por receptor por no ocurrir cambios de estructuras conformacionales (14,
17, 21).

La entrada del VIH-1 en las células ocurre mediante 1a interacciéon con dos tipos de
receptores. El primer receptor es comun a todos los subtipos de VIH, la molécula
del CD4, y el segundo tipo, se ha caracterizado una serie de correceptores del VIH
que corresponden a distintos receptores de quimiocinas (7, 14, 17) (Fig. #9 - 1).

Internalizacion de la capside y liberacién del RNA gendémico viral

Entrada del RNA y proteinas virales a la célula hospedera (Fig. #9 - 2):- El proceso
de descapsidacion del RNA genémico viral se origina en el citosol y para que este

fenédmeno se produzca los retrovirus tienen que escapar al bloqueo que genera
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una serie de proteinas de la célula hospedera y que son especificas de especie.
Algunos autores consideran estos mecanismos de interferencia y restriccion
mediados por proteinas celulares como un sistema de inmunidad innata intracelular
al que pertenecerian TRIM5a que como factor de restriccion que actla en un paso
de post-entrada el cual previene infeccidn cruzada de especies e interfiriendo en el
proceso de descapsidacion, ciclofilina A cuyo papel no esta bien definido pero que
podria colaborar con TRIMSa (14, 21) y APOBEC3G (7, 14) que interfieren en el

proceso de retrotranscripcion.

Figura #8. Entrada esquematica del VIH-t Los trimeros Env del VIH-1 reconocen y se unen a las
moléculas receptor CD4 sobre la superficie de la célula blanco (1). Después de un cambio conformacional.
gp120 puede entonces unir moléculas del correceptor (2), desencadenando la insercion del péptido de
fusion gp41 dentro de la membrana de la célula blanco (3). Esto causa la formacion de un haz de seis
hélices conduciendo a la fusion de la membrana (4), asi permitiendo a la capside viral entrar a la célula (5).
Adaptado de Gomez, et a/, 2005.

¢ Retrotranscripcién, transporte e integracién

DNA viral es formado por transcripcion reversa (o retrotranscripcion) (Fig. #9 - 3):-

Una vez realizada la descapsidacion del genoma viral se produce en el citosol el

proceso de retrotranscripcion del RNA viral mediante la accion de la transcriptase

31



reversa o inversa (TR) que es transportada en el propio virién. La retrotranscripcion
supone un complejo proceso que se produce en el citoplasma celular mediante el
cual la TR genera una doble hebra de DNA que duplican los LTR que se supone en
ambas extremidades del genoma proviral (7, 14, 17, 31).

DNA viral transportado por la integrasa al nucleo (Fig. #9 - 4):- Una vez sintetizado

el DNA es transportado al nucleo y se integra al genoma celular mediante la accién
de la integrasa viral constituyendo lo que se denomina la forma “proviral” del VIH
(14).

En el proceso de transporte participan activamente proteinas virales como Vpr y
p17. Tambien se ha descrito que la proteina Nef, que es transportada también en
el virién, aumenta la eficiencia de retrotranscripcién. Asimismo, se ha demostrado
que el proceso de retrotranscripcion e integracién es dependiente no solo de
factores virales, sino también de factores celulares inducidos en el curso de
procesos de activacion celular (7, 14, 17, 31). En linfocitos T CD4 en reposo, una
vez internalizado, el genoma viral es retrotranscrito de forma incompleta y no se
produce la finalizacién de la retrotranscripcién y la integracion a menos que la
celula sea activada. De hecho, se ha demostrado en linfocitos de sangre periférica
de pacientes seropositivos la existencia de DNA proviral no integrado que es
susceptible de integraciéon y replicacién si dichas células son activadas. Estas
formas provirales no integradas pueden permanecer en el citosol celular hasta una
semana y constituyen tanto un reservorio potencial del VIH como un marcador de
infeccién celular reciente (14, 31).

Replicacién del VIH (Fig. #9 - 5)

Una vez integrado el VIH en el genoma de la célula infectada, éste puede sequir un

comportamiento variable: permanecer latente, replicarse de forma controlada o
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experimentar una replicacién masiva con el consiguiente efecto citopatico en la

célula infectada. La replicacién del VIH es un proceso secuencial que depende de

la accién de factores celulares y virales y que puede sistematizarse en los

siguientes pasos:

Iniciacién de_la transcripcién. La iniciacion de la transcripcion supone el

comienzo de la sintesis de RNAm del VIH a partir del DNA proviral integrado
en el genoma celular. El paso de la situacion de “silencio” a la de “actividad”
transcripcional no depende de proteinas virales, sino de factores celulares
que interaccionan con las secuencias reguladoras localizadas en el LTR
viral. Estos factores que actGan en las secuencias de regulacién genética,
como el enhancer y el promotor del VIH permiten la formacion del complejo
transcripcional primario (RNA polimerasa Il y factores asociados) que realiza
la transcripcion génica (14, 17).

Transcripcion completa del genoma viral. La transcripcién completa del

genoma viral requiere la participacion de la proteina viral Tat. Esta proteina
actua esencialmente como un RNA enhancer o mejorador que permite la
elongacién completa del RNA viral (14, 17).

Procesamiento del RNAm. La transcripcién desde el LTR viral conduce a la

generacién de un gran nimeroc de RNA viral. Estos se diferencian en tres
clases principales: i) RNA no empalmado, los cuales funcionan como el
RNAm para los precursores de las poliproteinas Gag y GagPol, y que son
empacados dentro de los virfones como RNA genémico viral, ii) RNAm
parcialmente empalmado, estos codifican las proteinas Env, Vif, Vpu y Vpr,
y iii) RNAm empalmado pequefios, los cuales son traducidos en Rev, Tat, y

Nef. EIl RNAm del virus se sintetiza y debe ser transportado al citosol por la
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proteina reguladora viral, Rev, que tiene una localizacién preferentemente
nuclear. En ausencia de Rev, el RNAm viral se acumula en el nucleo.
En resumen, el nuevo RNAm es utilizado como RNA genémico viral y para hacer
las proteinas virales.
Formacion y maduracién de viriones (Fig. #9 - 6,7)

Nuevo RNA viral y proteinas movidos a la superficie celular para formacién de

nuevas particulas virales inmaduras (Fig. #9 — 6):- Una vez sintetizadas las

proteinas virales deben llevadas cerca de la superficie celular junto con el RNA
gendmico viral, en este caso Vpu reune las proteinas del virus cerca de la
membrana celular del hospedero y potencia la produccion de virus (14, 17).
Ademas, |a proteina viral Vif interacciona con la proteina APOBEC3G del huésped
impidiendo asi su incorporacion en los viriones producidos. APOBEC3G representa
un mecanismo de inmunidad antiviral innata activo contra retrovirus y
probablemente otras familias virales. En ausencia de Vif, APOBEC3G se incorpora
en el viridn e interfiere en el proceso de retrotranscripcion en las células que son
infectadas en el siguiente ciclo viral. El caracter mutagénico de APOBEC3G
aumenta la tasa de error (hipermutacién letal) de la TR que sintetiza asi moléculas
de DNACc virales defectuosas que no pueden integrarse y replicar en forma eficaz
(4,7, 21, 33, 34).

Maduracién del virion por accién de la proteasa viral (Fig. #9 — 7):- La proteasa viral

desempena una funcién importante en la produccién de particulas virales maduras
al procesar los precursores proteinicos Gag y Gag-Pol en la proteinas de la

nucleocapside, la transcriptasa inversa del virus y la propia proteasa viral (14).
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VIl. Domicilio Celular del VIH

Las celulas utilizadas por VIH-1 para su replicacién en el ser humano son las que
representan los brazos innatos y adaptativos del sistema inmune. Es por ello, que este
virus causa el SIDA después de un periodo relativamente largo de infeccion. A
continuacion presentaremos las células usadas como residencia del VIH en los seres
humanos:

1. Células T CD4:- Una caracteristica distintiva de la infeccién con VIH-1 es una
profunda pérdida de células T CD4, el principal domicilio del VIH. La pérdida dramatica
de las células T CD4 explica muchas de las manifestaciones de la enfermedad por VIH.
El uso de citometria de flujo policroméatica para clasificar subtipos multiples de células T,
seguido por cuantificacion del DNA del VIH en las células clasificadas, ha confirmado que
la poblacién predominantemente infectada consiste de las células T CD4 de memoria; y
las células T CD4 maduras virgenes son infectadas a una baja frecuencia. Las células T
CD4 de memoria que tienen una historia mas larga de proliferacion in vivo de hecho
contienen poco VIH, asi la evidencia indirecta proporcionada que la infeccion de las
células T por VIH acorta su periodo de vida in vivo (27).

El VIH replica mas eficientemente en las células T CD4 activadas, por lo que la
poblacién de células T CD4 especifica a ViH llegara a infectarse mas frecuentemente
que la poblacion general de células T CD4. Por este medio, el nimero de células T CD4
ayudadoras especificas a VIH decrecera, resultando en la pérdida del control inmune de
la replicacion viral (27).

2. Células Dendriticas:- Estas células capturan antigenos en el tejido periférico,
transportandolas a los organos linfoides, digiriendolos y mostrando los péptidos

resultantes a las células T. Las células dendriticas son moderadamente sensibles a la
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infeccién del VIH in vitro probablemente porque ellas expresan bajos niveles de los
receptores CD4, CXCR4, y CCR5. Seguramente, la infeccion de las células de
Langerhans, las cuales pertenecen ala familia de las células dendriticas, depende de los
niveles de CCR5 que ellas expresan. Las primeras células en infectarse por el VIH,
pueden ser las células T CD4 y no las dendriticas. No obstante, las células dendriticas
pueden jugar un rol en las fases iniciales de la infeccién del VIH porque ellas expresan
una lectinas de superficie celular especifica (DC-SIGN), las cuales capturan una porciéon
de carbohidratos sobre la gp120 del VIH y media la agrupacion de las células dendriticas
con las células T. EI DC-SIGN actia concentrando virus en las células dendriticas o
transmitiendo VIH unido a las celulas T CD4 que expresan el receptor de superficie
CXCR4 o CCRS. El DC-SIGN ni provoca la fusién del VIH con las células T ni evita los
requerimientos para los receptores del VIH sobre las células blanco, pero permite la
infeccion eficiente por agregacién de virus sobre la superficie de las células dendriticas
(27).

3. Macroéfagos:- Las células del linaje de los macréfagos son un importante blanco del
VIH, y los macréfagos infectados productivamente han sido encontrados en pacientes no
tratados y en aquelios recibiendo terapia antirretroviral (TARV) (27).

4.- Células T CD8- Ha habido reportes de células T CD8 infectadas con VIH,

particularmente en pacientes en enfermedad en estado tardio (27).

5.- Células T Asesinas Naturales:- Las células T CD4 asesinas expresan CCRS5 y son

altamente susceptibles a la infeccién con cepas de VIH con tropismo a CCRS5, lo que
puede explicar |la deplecion de estas células durante la infeccion con VIH (27).

6 - Células Asesinas Naturales:- Estas no requieren sensibilizacion previa para
reconocer y matar blancos; expresa CD4 y pueden ser infectadas productivamente con

cepas con tropismo hacia CCR5 o CXCR4 in vitro. El DNA viral persiste en las células
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asesinas naturales aun después de uno o dos afios de TARV efectiva. Estos hallazgos

sugieren que las células asesinas naturales actian como un reservorio viral (27).
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VIIl, MECANISMO DE TRANSMISION

El riesgo de transmisién del VIH aumenta cuando se exponen las membranas
mucosas mas porosas, tales como, la de los genitales, el ano, y el recto, las cuales son
barreras ineficientes contra el VIH.

Las principales rutas de transmision del VIH son:

X Por contacto sexual con una persona infectada. Los grupos de alto riesgo son
las mujeres trabajadoras sexuales y los hombres que tienen sexo con hombres
(2). Sin embargo, la mayoria de las infecciones del VIH-1 resultan de la
transmision heterosexual (2).

X Contacto directo con sangre, el cua puede ocurrir al compartir agujas,
transfusiones, transplantes de oérganos, accidentes laborales en los
trabajadores de la salud, o ciertos productos sanguineos.

XK De madre a hijo, in utero o durante el nacimiento o a través de la leche
materna (3).

La mayoria de la transmision in utero ocurre durante el tercer trimestre. Sin embargo,
el VIH-1 ha sido aislado de fetos abortados tan temprano como de 8 semanas de
gestacion, indicando que la transmision in utero temprana también toma lugar. No se
conoce porque latransmision in utero no es mas frecuente (89).

Una proporcion alta de los eventos de transmision de madre a hijo del VIH-1 ocurren
durante el parto porque el neonato pasa a través del canal de parto y es expuesto a
sangre materna y secreciones genitales infectada del VIH-1 (89).

La transmisién del VIH-1 a través de la leche materna es conocida desde muy
temprano en la epidemiologia del SIDA, sin embargo gran numero de mujeres eligen

alimentar a sus hijos con la leche materna por estas razones: i) estigmas sociales



asociados con la no lactancia materna, ii) el costo de los métodos de alimentacién
alternativos, y iii) falta de acceso a agua segura (89).
El VIH puede estar presente en una persona infectada en estos fluidos corporales:
X Sangre
¥ Semen
¥ Secreciones vaginales

XK Leche materna
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FACTORES GENETICOS DEL HOSPEDERO

La historia natural del VIH es definida como la progresion no tratada desde el tiempo
de la transmision a la muerte. El curso tipico de la infeccion es caracterizada por tres
fases: fase de infeccion primaria o aguda, fase asintomatica, y SIDA. La fase primaria a
menudo comienza con un sindrome retroviral agudo sintomatico que inicia 2-3 semanas
después de la transmisién y con una duracién de 2-4 semanas adicionales. La fase
asintomdtica, en contraste, es prolongada con una duracién que varia mucho. Mientras
hay poco consenso en como dividir a los pacientes basados en su duracién de fase
asintomatica, muitiples grupos clinicos han sido descritos en la literatura incluyendo
progresores rapidos, progresores tipicos, no progresores de largo plazo, y controladores
elite. Aproximadamente del 5-15% de los sujetos asintomaticos experimentan un declive
subito en el conteo de las células T CD4+ progresando a SIDA dentro de 2-5 anos. Los
progresores tipicos usualmente progresan a SIDA dentro de 5-10 afios de infeccién. El 5-
15% de los pacientes definidos como no progresores de largo plazo presentan un
decrecimiento muy lento de las células T CD4+ manteniendo con el tiempo niveles
normales por mas de diez anos. A pesar de experimentar un declive lento en el conteo de
las células T CD4+, la mayoria de los no progresores a largo plazo tendran viremias
bajas pero detectables y eventualmente expernmentaran progresion de la enfermedad del
VIH. Algunos investigadores definen un grupo pequeio de “controladores élite”
caractenzado por persistentes cargas virales de VIH indetectables en ausencia de
tratamiento antirretroviral, algunos por mas de 25 aflos. Las definiciones y técnicas de
estudio varian, pero este grupo puede constituir el 0.1% a 1% de la poblacion infectada
con VIH.

La historia natural de la enfermedad del VIH varia considerablemente no solo de

persona a persona sino de region geografica en el mundo. Sobre una perspectiva a nivel
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de paciente, hay algunos quienes progresan a SIDA dentro de 2-3 afios de infeccion y
otros permanecen libres de SIDA por mas de 12-13 afios. Sobre una perspectiva a nivel
de poblacién, pequenas pero diferencias importantes también existen. Factores sociales,
geograficos, virales y del hospedero (edad, género, grupo de exposicién, antecedentes
genéticos e inmunologicos) todos pueden influir en la historia natural de la infecciéon del
VIH a un nivel individual o poblacional.

Para los fines de este proyecto nosotros ampliaremos los factores genéticos del
hospedero. Por lo que presentaremos, el rol de la quimiocina SDF 1, y los correceptores

de quimiocinas CCR5 y CCR2 en la infeccion del VIH-1.

. CORRECEPTORES DEL VIH

A. EL ROL DE LOS CORRECEPTORES

Como se menciona en el capitulo |, por unién del VIH al receptor CD4, la gp120
experimenta cambios conformacionales, conduciendo a la exposicién de los dominios
ocultos del gp120 que interactua con los receptores de quimiocinas; los cuales funcionan
como correceptores del VIH. La interaccion el complejo gp120/CD4 con co-receptores
estabilizan la unién del virus, provocando cambios conformacionales en gp41, el cual
conduce a la insercién de la porcién amino-terminal hidrofébica del gp41 (el péptido de
fusién) dentro de la membrana de la célula hospedera y eventualmente la formacién de
un poro de fusién y entrada viral (17, 48, 61)

Las quimiocinas constituyen una familia de proteinas de bajo peso molecular, con
cuatro residuos de cisteina conservados, que incluye al menos 70 proteinas que se
clasifican en 4 subfamilias: XC, CXXXC, CXC y CC. Estas proteinas son mediadores
solubles que actuan en los fendmenos de respuesta inflamatoria atrayendo a los

leucocitos de la sangre a los tejidos. Ademas de esta funcién, las quimiocinas estan
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implicadas en otros procesos como la angiogenesis, el desarrollo embrionario, la
migracion y diferenciacién de precursores hematopoyéticos y la formacion de metéastasis
(14, 42, 62, 65, 66). Las quimiocinas a (CXC) y las quimiocinas B (CC) se distinguen por
la posiciédn de sus dos pnimeros residuos de cisteina, que pueden ser adyacentes (CC) o
estar separados por un aminoacido (CXC) (4, 42, 62, 66). Un nimero pequefio de
quimiocinas tiene una cisteina unica (XC) o dos cisteinas separadas por tres
aminoacidos (CXXXC o CX3C) (4, 45, 65, 66)

Quince distintos receptores para quimiocinas CC (llamadas CCR1 a CCR11) y seis
para quimiocinas CXC (llamadas CXCR1 a CXCR6) han sido identificados hasta el
momento (4, 65, 66). Los receptores de quimiocinas son expresados sobre leucocitos, y
exhiben especificidad traslapada para guimiocinas dentro de cada subfamilia, y el patron
de expresion celular del receptor determina cual tipo de célula responde a cual
quimiocina. Esta caracteristica es vista en ofros receptores con siete dominios
transmembranosos (7M) que son acoplados a proteinas unidas a trifosfato de guanosina
trimérico (GTP), y tales receptores pertenecen a la familia de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) (Fig. #10). Cuando esta ocupado por el ligando, esos receptores
actuan como proteinas de intercambio GTP, catalizando el reemplazo del difosfato de
guanosina (GDP) por GTP. La forma asociada GTP de esa proteina G puede activar una
variedad de enzimas celulares, incluyendo algunos que estimulan la locomocion celular
(4, 42, 62, 66).

Mas de siete diferentes receptores de quimiocinas y otros receptores acoplados a
GPCR relacionados han sido descritos sobre la base de una fusién in vitro y ensayos de
infeccion.  Sin embargo, la mayor parte de los datos patofisiolégicos concernientes al
ciclo de vida in vivo son consistentes con el uso de dos principales correceptores, CCR5

y CXCR4 (Fig. #11).



Figura #11.  Secuencia primaria y
topologia de receptor CXCR4. Los
dominios en verde estan envueltos en la
unidon de la proteina G Las cepas del
VIH-1 R4 o R5R4 con los cuatro
dominios extracelulares, aunque
estudios seAalan que el lazo 0 dominio
mas importante es el tercer, seguido por
el segundo (numeros en circulo).

Adaptado de Horuk, 1999.

Figura #10. Diagrama del receptor de quimiocina
(CC). Consta de 7 dominios transmembranosos. 3
lazos extracelulares y 4 lazos intracelulares, un
dominio N- terminal extracelular y un dominio C

terminal intracelular.
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El uso de receptores secundarios, o correceptores es un determinante principal del
tropismo celular viral usados por cepas del VIH-1 no inductoras de sincicio (NSI),
previamente llamadas cepas de VIH tropicas a macrofagos (M). Estas cepas son
recuperadas durantes los primeros afos siguientes de la seroconversion, y son por €so
consideradas como responsables por la transmision de la enfermedad. CXCR4 es usado
por cepas que inducen sincicio (Sl), previamente llamadas tropicas a T y aislados
primarios que se propagan preferencialmente durante los estados tardios de le
enfermedad. Sobre la base de uso de correceptor, el tropismo viral a sido redefinido
como R5 y X4 para, respectivamente, cepas usando CCR5 y CXCR4. Algunas cepas
son capaces de usar ambos correceptores alternativamente, y son por eso reportadas

como tropismo dual, o R5X4 (Fig. #12) (4, 48, 67).

Variantes VIiH-1
iropismo LT Tropismo Duat Tropismo M

O

Especifico X R4 CCRS & xCHR4 E.podlco CCRS
(x9) {RSx 4)

/\/J\/

./ ® ._( ®
Linea de Célula T
CélulaT Principal "“'°~°°j
°® I/ ™ ) » ®
° °

Tipos de Células Blanco

Figura #12 Uso def correceptor y tropismo del VIH-1. Adaptado de Alkhatib G, Berger E; 2007

B. INHIBICION DE LA INFECCION DEL VIH POR LIGADOS DE
CORRECEPTORES
El CCRS5 fue primero descrito como un receptor para las tres CC-quimocinas

relacionadas MIP-1a/CCL3, MIP-13/CCL4 y RANTES/CCLS (Fig. #13). Dos variantes
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adicionales. codificadas por CCL3L1 y CCL4L1 los genes resuitantes de la duplicacion
de CCL3 y CCL4, también se unen al CCR5. El CCL3L1 aparece como el mas potente
antagonista natural del CCR5 e inhibidor de la cepa VIH R5. Luego, MCP-2/CCL7 y HCC-
1/CCL14 fueron también descritos como antagonista de elevada afinidad, MCP-4/CCL13
como un antagonista débil, y MCP-3/CCL8 como un antagonista natural del receptor. El
papel del CCR5 como correceptores del VIH fue propuesto siguiendo la identificacion de
proteina inflamatoria de macréfagos (MiP)  1a, MIP — 18 y quimiocina § RANTES como

principales factores supresivos del VIH y este rol fue rapidamente confirmado (Fig. #13)

(42, 48, 67).
NSI Si
MIP1 a ‘. M-aopic HIV T tropic HIV
el (R5 stsains) (X4 strains)
MP1 8
N
RANTES I
s"'g CD4 “.,‘0-.. sw 1
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j CXCR4
+
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L2 ~
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Figura #13. Representacion diagramatica de la union del ViH-1 a los correceptores de quimiocinas CCR5 y
CXCR4 expresado sobre la célula T CD4. El nivel de expresion del receptor de quimiocina CCR5 y sus
hgandos MIP-1a, MIP-1B3, y RANTES; y el receptor CXCR4 y su ligando SDF 1 pueden mejorar o suprimir el
nesgo de la infecaion del VIH Adaptado de Kaur G, Mehra M. 2007.

El CXCR4 fue reportado primero como LESTR, un receptor huérfano relacionado a
los receptores de quimiocinas, y despues renombrado como fusina, fue el primer
correceptor identificado como tal (17). El SDF1 o CXCL12 fue reportado como el ligando

de CXCR4, y es hasta ahora el unico ligando conocido para este receptor (Fig. #13) (17,
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42,48, 67). Como los ligandos de CCRS, las moléculas unidas a CXCR4 son capaces
de impedir la entrada de las cepas VIH-X4 por ocupacion del receptor CXCR4 (48, 67).
Ademas la competicidn con la union de la glicoproteina de envoltura gp120 del VIH,
la ocupacion del CXCR4 o CCRS5 por antagonistas conduce a la internalizacion rapida de
los receptores, los cuales contribuyen grandemente a los efectos inhibitorios del VIH (17,

48).

C. FISIOPATOLOGIA DEL CXCR4y CCR5

El SDF-1 es una quimiocina esencial envuelta en una multitud de procesos celulares,
tales como el desarrollo de la linfopoyesis B, migracion de neuronas cerebelar, desarrollo
de génadas y corazén y vascularizacién del tracto gastrointestinal. En la vida adulta, se
sabe que regula el trafico de linfocitos y neutréfilos. El SDF-1 y el CXCR4 fueron
reportados como actores claves en la anidada de progenitores hematopoyéticos dentro
de la médula 6sea. El SDF-1 recluta progenitores en reposo, con lo cual contribuye con la
homeostasia hematopoyética (17).

Como otros receptores para quimiocinas inflamatorias, el CCR5 esta envuelto en el
reclutamiento de varias poblaciones de leucocitos a los sitios inflamatorios. El CCR5 es
expresado en la superficie de las células T con un fenctipo efector/memoria, macréfagos
y células dendriticas inmaduras y células microgliales en el sistema nervioso central
(SNC) (48).

El CCRS fue mostrado para contribuir al reclutamiento de leucocitos en un numero de
enfermedades inflamatorias, tales como dafo hepaticos asociados con injertos versus
enfermedad del hospedero, esclerosis muitiples y artritis reumatoide. Sin embargo, dada
la redundancia del sistema de quimiocinas, un modelo de ratén knock — out para CCR5

fue expuesto iniciaimente, mostrando sdio una aiteracién modesta de la funcion del
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macréfago, por la eficiencia reducida de aclaramiento para ta infeccién con Listeria, y los
homocigotos para los aleios no funcionales de CCR5 en la poblacion humana no parece
mostrar un fenotipo abierto o a ser propenso a enfermedades infecciosas o a pérdida de
regulaciones inmunes. Analisis mas detallados han conducido a través de los afos a
demostrar que e CCR5 esta envuelto en un creciente niomero de situaciones
patofisioldgicas especificas (48).

Un papel critico para el CCRS5 en ratones ha sido mostrado en la regulacion de la
respuesta inmune contra el virus del Nilo Occidental (WNV). EIl WNV es un patdgeno re-
emergente que causa encefalitis en varias especies, incluyendo al hombre, con una tasa
de mortalidad de aproximadamente 4% (66). La infeccién por WNV induce la expresion
de CCR5 y RANTES/CCLS, y promueve la acumulacion de leucocitos T, macréfagos y
células NK en el cerebro. La acumulacion de leucocitos en cerebro correlaciona con la
respuesta antiviral protectora, puesto que los ratones CCR5 homocigotos a la mutacion
CCR5A32 (CCR5™) no logran acumular los leucocitos, muestran incremento de la carga
viral en el SNC y muerte invariablemente, mientras que la transferencia de espienocitos
CCRS5 tipo salvaje (CCR5wt) dentro de ratones CCR5™ restaura la tasa de supervivencia
de animales tipo salvaje. Estos datos experimentales estan de conformidad con la
frecuencia incrementada de homocigotos CCRS5A32 encontrada entre individuos
infectados con WNV en dos cohorte independientes en EUA, y los incrementos de casos
fatales correlacionan con homocigotos CCR5A32 en uno de los cohortes (72). Ratones
deficientes en CCRS5 también muestran incremento en la tasa de mortalidad asociada con
una neumonitis severa en respuesta al virus de influenza A (48).

El alelo CCR5A32 fue encontrado para ser protector contra el desarrollo de artritis

reumatoide (RA) en un estudio de meta-analisis (asociado con mutacion A32). aunque

19



estudios individuales fueron incompatibles. El bloqueo del CCR5 en modelos animales de
RA (artritis reumatoidea) también resulto en mejoramiento de la artritis (42, 48).

La participacion del CCR5 en otro nimero de enfermedades humanas ha sido
también sugerida por estudios genéticos (asociacién con la mutacién A32). Algunas de
las correlaciones descritas sin embargo, no fueron confirmadas en estudios
subsecuentes, y muchos de estos datos siguen siendo por eso controversiales. Entre
otros, los pacientes homocigotos para CCR5A32 han sido mostrados para exhibir

transplantes renales de sobrevida mas larga que aquellos con otros genotipos (48).

Il. VARIABILIDAD GENETICA DE RECEPTORES DE QUIMIOCINAS Y SU

INFLUENCIA A LA SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION DEL VIH SIDA.

A. LA MUTACION A32 DEL CCR5

El receptor de quimiocina CCRS esta codificado por el gen CMKBRYS localizado sobre
la regién p21.3 del cromosoma 3 humano (45). La identificacién del CCR5 como un
correceptor principal para cepas de VIH tropicas a macréfagos estimul6 1a busqueda para
mutaciones de los genes que perjudicarian la funcién del receptor y representaria una
base molecular para la resistencia de la infeccién del VIH caracterizada en algunos
individuos (45, 84). Variaciones polimérficas multiples han sido descritas en el gen CCRS5.
El polimorfismo CCR5A32 secuenciado en individuos aleatoriamente expuestos no
infectados en 1996, fue el primer alelo mutante del gen CCRS5 identificado, y mejor alelo
de restriccién del hospedero caracterizado asociado con SIDA (49). La mutacién consiste
en una delecién en una regidén correspondiente al segundo “loops” extracelular del
receptor (Fig. #14). Esta mutacién ha sido posiblemente causada por desprendimiento
replicativo debido a la presencia de un flanqueo repetitivo de la regién delecionada. Este

mutante codifica un receptor con sélo cuatro segmentos transmembranosos. Como se

50



esperaba de la estructura truncada, la mutacion A32 no es funcional como un receptor de
quimiocina: este no es expresado en la superficie celular, en poblaciones de leucocitos
naturales, o sobre linea de células transfectadas. El receptor truncado inapropiadamente
plegado es retenido en el reticulo endoplasmatico, donde puede ser detectado por
anticuerpos monocionales. El mutante CCR5 A32 es también un receptor defectuoso.
Los homocigotos para la mutacion 432 son altamente protegidos contra la infeccion del
VIH y las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de individuos homocigotos
son no infectadas con cepas de VIH-1 trépico M, mientras la entrada e infeccion por
cepas tropicas-T es inaiterado. La resistencia de homocigotos A32 al VIH ha contribuido
grandemente ala demostracion del rol central del CCR5 como un correceptor para cepas
VIH-R5. La fuerte proteccion de los homocigotos fue confirmada en estudios
subsecuentes, incluyendo situaciones de contacto parenteral masivo con el virus, pero
pocos individuos seropositivos han sido reportados como homocigotos para A32,
demostrando que la proteccién es incompleta incluso en recién nacidos homocigotos a la
mutacion A32 nacidos de madres VIH positivas (48, 49). En algunos de estos casos, la

cepa del VIH-1 fue caracterizada usando exclusivamente CXCR4 como correceptor (48,

49, 57).
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Figura #14. Diagrama de la molécula llave de la membrana. CCR5. La flecha indica el comienzo de la
region afectada por la mutacion A32. Adaptado de Carrington et al.. 1997



Estos casos raros de transmision inicial y propagacién de virus VIH-X4 ademas
subraya el papel preponderante jugado por el CCRS5 y los virus RS en |a iniciacién de la
infeccion por VIH y la paradoja de la transmisién o evolucion ineficiente de los virus X4 a
pesar de la expresién constitutiva de CXCR4 en las ceélulas expresando CD4 y la
abundancia de estas células blanco para el VIH (42, 48, 57, 70).

Los heterocigotos para el alelo tienen niveles reducidos de receptor CCRS
cuantificables en su superficie celular y estaban presentes en frecuencias similares en
cohortes infectadas y controles no infectados. Los heterocigotos fueron encontrados para
mostrar una progresion lenta a estados clinicos de SIDA (44, 45, 46, 47, 48, 57). Esta
asociacion fue encontrada en |la mayor parte de las cohortes, pero no en todas (68, 69).
Algunos estudios sugieran que los heterocigotos pueden ser protegidos parciaimente
contra la infeccién VIH, pero esto no fue confirmado en otros numerosos estudios, y este
efecto debe ser considerado como leve. Puesto que |os heterocigotos para el alelo A32
representa arriba del 30% en algunas poblaciones, puede haber un impacto significativo
sobre la progresién promedio a SIDA en estas poblaciones (44, 45, 46). La
heterocigosidad A32 fue también asociada con una tasa baja de desarrollo de linfomas
no Hodgkin en pacientes con SIDA, aunque el mecanismo no es todavia aparente (48).

La frecuencia de la mutacion CCRS5 A32 fue investigada en la mayoria de las
poblaciones alrededor del mundo. La mutacién es frecuente en poblaciones europeas,
con un gradiente en declive de Norte a Sur. Las frecuencias del alelo mas altas (15 —
16%) son encontradas en la Rusia nérdica, Finlandia, Suecia e Islandia. Las frecuencias
alélicas alrededor del 10% son encontradas cruzando los principales paises del Oeste y
Centro de Europa (45, 74), mientras |as frecuencias mas bajas (4 — 6%) son encontradas
en los paises del Sur como Portugal y Grecia (45). Las frecuencias de alelos son cerca

de 2% en el Norte de Africa y la mutacién A32 no es encontrada en el Oeste y Centro de
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Africa (74). Las frecuencias también caen hacia el Este. Las frecuencias bajas son
encontradas en el Oriente Medio, India y este alelo est4 ausente en China y Jap6n (74).
En ofras partes del mundo, la mutacién A32 es encontrada como una medida de
inmigracién y lo mezcla con poblaciones de origen europeo. En afro-americanos, una
frecuencia del aleio de cerca de 2% es atribuida a la mezcla (48).

La distnbucién limitada del alelo A32 sugiere que esta mutacién ocurrié sélo una vez
en la historia de las poblaciones humanas, y relativamente reciente. Esta hipétesis fue
probada por andlisis genético de marcadores polimoérficos localizados en la vecindad del
gen CCRS. El estudio de microsatéiites localizé 11Kb “corriente arriba” y 68Kb “corriente
abajo” de la delecioén del CCR5 permitiendo demostrar un desequilibrio de unién fuerte, el
alelo A32 sera asociado a una frecuencia alta con alelos microsatéiites que fueron de
otro modo raros en la poblacién (45). Esta confirmado el origen anico de la mutacién y
permite estimar la edad del gen mutante desde el niumero de cruzamientos y mutaciones
de microsatélites que han ocurrido a través de la historia sobre los cromosomas que
llevan el alelo A32. Esto conduce a un aproximado de cerca de 2000 afios desde el
evento mutacional original (42, 48). Otro estudio basado en el andlisis de marcadores
polimérficos localizados a gran distancia de CCR5, y sobre un andlisis estadistico de
hapiotipos proporcioné un estimado de cerca de 700 afios (42, 74). Otro andlisis genético
ha desde entonces confirmado que el alelo A32 es claramente reciente en la evolucién
de los haplotipos CCRS al contario del alelo V64| de CCR2 (48). Datos recientes han
demostrado la existencia de la mutacién A32 en los restos de un esqueleto humano de
2,900 aftos de edad, encontrados en sitios de entierros diferentes de la Edad de Bronce
en el Centro de Alemania y al Sur de Italia, demostrando que el alelo es algo mas viejo

que el deducido del primer analisis genético (73).
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El descenso de la frecuencia del alelo A32 a través de factores geografico — climatico.
Ademas del origen probable del alelo mutante en Europa del Norte, y la presente
distribucién con frecuencias altas en Islandia, Reino Unido y Bretafia (regién de Francia),
ha conducido a la sugerencia que las incursiones de los Vikingos contribuyeron al
esparcimiento o diseminacién del alelo desde el octavo a décima centuria o siglo (48, 75).

Un elemento a favor de una presion selectiva llegé de estudios de poblaciones
israelitas. El alelo A32 es encontrado en judios Askenazi con una frecuencia (13%)
semejantes a aquellas derivadas en poblaciones de Europa del Norte, mientras es raro
(3%) en poblaciones israelitas no Askenazi. La determinacion de haplotipo confirmé el
origen unitario del alelo A32 en poblaciones judias y no judias. De estos datos, los
autores concluyen que |la mutacion A32 debi6 moverse dentro de las Askenazi por
mezcla con las poblaciones en la cual ellos vivieron por siglos en el Norte de Europa. Sin
embargo, como la mezcla no pudo responder por la frecuencia alta de A32 (cuando
comparo otros genes que han sido estudiados en este contexto), |a selecciéon del alelo es
esperada teniendo lugar en paralelo para que ocurra en nativos europeos del norte (48,
75).

La naturaleza de la presién selectiva sin embargo ha permanecido especulativa. La
pandemia de VIH es ciertamente también reciente para haber ejercido una presion
selectiva. La presion impuesta por otros patégenos infecciosos sobre la seleccién del
alelo A32 ha sido sugerida. La plaga Bubodnica, la cual golped a Europa en epidemias
largas (Muerte Negra y la Gran Plaga, siglos XIV y XVI| respectivamente) que provocaron
la muerte a un estimado de 25 — 40% de la poblacién europea general (Muerte Negra),
ha sido incriminada (48, 74, 77). Sin embargo, a pesar de la tasa de mortalidad alta y
victimas debidas a la plaga en Europa, es improbable que la infeccién que se extendié

sobre un periodo relativamente corto de tiempo (aproximadamente 4 siglos) y



virtualmente desaparecié de Europa a mediados del siglo XVIll pudiera elevar la
frecuencia del alelo a los niveles actuales. Dos reportes recientes mostré que no hay
diferencia en la supervivencia al reto con Yersinia pestis, el agente causal de la peste
bubénica, en ratones deficientes de CCRS cuando se comparé a animales tipo salvaje a
CCRS, aunque en uno de los reportes que encontrado una captacion reducida de Y.
pestis por macréfagos deficientes de CCRS in vitro (76). Es mas, la frecuencia de la
variante A32 en victimas de la plaga pandémica del sigio XIV en Alemania no fue
significativamente diferente de aquella observada antes de la pandemia, o al presente en
la misma region, suginendo que la plaga no contribuy6 a la seleccion, y si las hay, ocurrié
mas temprano que el siglo X1V (74, 76).

La posibilidad que la seleccion positiva para el alelo A32 fue la consecuencia de
epidemias debido a infecciones virales fue propuesta mas recientemente (74, 76). En el
rol jugado por un virus letal y hemorragico, usando CCR5 para entrar a células
hospederas, que habria golpeado a Europa durante la Edad Media fue especulado, sin
mucha evidencia apoyando esta hipttesis. Ejemplo de virus que afectaron a Europa
tenemos, la viruela Vanola major que infectd poblaciones europeas al menos por mas de
2,000 afnos y la epidemia afligid particularmente poblaciones escandinavas. La viruela se
disemina directamente entre humanos e induce un debilitamiento con presencia de bubas
o Uiceras en toda la piel provocando un debilitamiento especialmente entre los individuos
mas jovenes, inmunolégicamente virgenes de la poblacion. Notabiemente el CCRS es
usado del mismo modo que el VIH, como un receptor por mixoma, un poxvirus que
infecta leucocitos. Se piensa que la viruela comparte el uso del CR5 con el mixoma y por
eso, el mutante CCRS A32 puede conferir una ventaja selectiva contra la infeccion de la
viruela. Asi la persistencia de la infeccién de la viruela hasta el siglo XX y la alta

mortalidad entre individuos con el potencial reproductivc més alto, han sido propuesta
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para responder la seleccibn positiva del mutante A32 y la frecuencia alélica alta
observada en poblaciones caucasicas, particularmente los paises ndrdicos (74, 76).

La hipétesis con respecto a la seleccion del alelo CCR5 A32 fue apoyado por su
origen reciente y desequilibrio de unién en el locus. Sin embargo, un reporte reciente
desafié6 abiertamente la seleccion positiva del mutante CCR5 A32, basada en datos
obtenidos de genotipificaciéon de polimorfismos de nucleétidos Unicos de alta densidad
(SNP) alrededor del CCRS5 en poblaciones mdltiples. La evolucién de datos con la ayuda
de nuevos mapas genéticos sugiere que el CCR5 A32 no difiere del resto del genoma en
términos de distribucion de frecuencia alélicas, diferenciaciéon de poblacién o
desequilibrio de union. Este trabajo situd el origen de la mutacion 5,000 afos antes de
Cristo. Por lo que concluyen que sus datos no apoyan la existencia de una seleccidn
fuerte del mutante A32, aunque tal seleccién no pudo ser excluida. Una alternativa a la
seleccion ha sido también propuesta en relaciéon a la migracién de poblaciones humanas.
Fue claramente descrito que una mutacién originada en el frente de la onda de una
poblacidbn delatable puede viajar con este frente de onda y generando poblaciones
llevando el alelo mutante con frecuencias altas en sitios distantes de la locacion donde

ocurrié la mutacion (48).

B. CCR2-64|

Una sustitucién de valina a isoleucina en la posicion 64 (V641 o G190A) en la primera
region transmembranosa de CCR2 ha sido asociada con demora de |la progresién a SIDA
por aproximadamente 2 a 4 afos que los individuos homocigotos portadores del alelo
salvaje (48, 50, 53, 67). La frecuencia del alelo no varié mucho entre poblaciones con
una frecuencia promedio de 6 - 17% (47, 83). EI CCR2-64| no ha influido en la incidencia

de la infeccion del VIH, pero los heterocigotos para este alelo fueron encontrados
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mostrando progresion lenta a SIDA que los homocigotos para el alelo tipo salvaje (52).
Algunos estudios han confirmado la asociacion del alelo CCR2-64! con la lenta
progresion de la enfermedad (52, 53, 78, 80), otros no (79). Un estudio reporté un afecto
protector de la variante 641 en afroamericanos, pero no en caucasicos (52). Aunque el
afecto del alelo CCR2-64! ha sido controversial, una meta-analisis colectando todos los
estudios disponibles en 2001 concluyd un efecto significativamente protector de este
alelo en la progresién de la enfermedad (48). La magnitud de la proteccién entre
heterocigotos y homocigotos combinado fue en el mismo rango que la observada para
heterocigotos CCR5 A32 (46, 47, 48).

Como el CCR2 es usado como un correceptor sélo por una pocas cepas, €s
imposible que el efecto de la mutacion sea semejante al del CCR5 A32. Por otra parte, la
sustitucion V64! en un dominio de transmembrana es conservado, y el CCR5S contiene
una isoleucina en la posicién correspondiente, asi que la primera a-hélice del mutante
CCR2 es idéntico a ese del CCR5-1. El CCR2-64! fue mostrado para mantener su
propiedad funcional en términos de unién a quimiocinas activacion de la cascada
intracelular y la funcién de correceptor. Los leucocitos expresan niveles normales de
mutante CCR2, y la expresion CCR5 no fue modificada en células co-expresando CCR2-
64! (81). Analisis cuidadosos no permiten demostrar una asociaciéon entre el alelo V64 y

el nivel de expresion del CCRS5, en ensayos in vivo 0 in vitro (48).

C. LA ORGANIZACION DEL GEN CCR5 Y LAS VARIANTES DE SU PROMOTOR

Polimorfismos adicionales en la regién §' reguladora cis ha sido definido que afecta la
susceptibilidad a la infeccion del VIH-1 y desarrollo a SIDA. Los polimorfismos de
nucledtidos Unicos, predominantemente en la regién del promotor de CCR5, el gen ha

sido organizado dentro de un numero de haplotipos (Fig. #15). La variante A32 no
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explica la mayoria de los individuos expuestos no infectados, ni los no progresores de
largo término. La expresiéon del CCRS es conocida por ser altamente variable y |z
eficiencia de la infeccion ex vivo ha sido claramente correlacionada con niveles de
expresion del CCRS, ilustrado in vivo por la progresion lenta de heterocigotos para la
mutacién A32. Varios grupos han por eso investigado vanantes del promotor, y su
correlacion con la progresion a SIDA, con el objetivo de descubrir el sustrato genético
para |la variabilidad de la expresion del CCRS5 (48, 67).

Un numero de variantes del promotor han sido descritas, todas consisten en
sustituciones de base unica en |a region del promotor corriente baja (downstream) - Pd,
el primer ex6n del transcrito mayor o el siguiente intron (48). Un numero de haplotipos fue
determinado, y estos fueron asociados con regulacién transcripcional diferencial, asi
como varios polimorfismos afectan los sitios de unién de factores transcripcionales como
NF-kB. La frecuencia de los haplotipos del CCR5 en varias poblaciones fue estimado, y
su asociacion con la progresion a SIDA analizado (48). Incluyendo las variantes A32 y
CCR2 -64l, identificados como los haplotipos principales en caucasicos, uno de ellos
(CCR5P1) asociado con progresion a SIDA (85). Los individuos transportando los alelos
tipo salvaje CCRS y CCR2 y homocigotos para CCRS5 PI fueron encontrados a progresar
mas rapidamente a SIDA (48). A pesar de las diferencias sorprendentes en la expresion
de CCRS5 fue encontrado dentro de individuos transportando cada genotipo, las pruebas
comparativas funcionales de las regiones de los promotores codificado polimorfismo, o
midiendo directamente la expresion de CCR5 sobre las células blancas del analisis de
voluntarios sanos transportando los genotipos P1/ P1, P1/P4 o P4/P4, no permitieron
demostrar modificaciones significativas de los niveles de expresion del CCR5 (88).

Similarmente, una asociacion con progresion de enfermedad fue también reportada para
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un polimorfismo A/G localizado en el primer intréon de CCR5 (59029pb, Gen-bank

U95626) (88).
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Figura # 15. Organizacién de Ios haplotipos CCR2 y CCRS sobre el cromosoma 3p21 y su asociacion con
la progresion de la enfermedad. Adaptado de Kaur G, Mehra M; 2007.

En la ausencia de mutaciones A32 o 64l, los individuos 59029 A/A progresan mas
rapidamente a SIDA y/o muerte (87, 88). Un sistema de expresién gen-reportero mostréd
actividad transcripcional reducida para la region del promotor codificando la sustitucion
59029G, y este alelo fue asociado con baja expresion de CCR5 sobre PBMC. Como el
polimorfismo 59029 A/G es uno de los principales determinantes del alelo P1 (303 Q/G),
las conclusiones de estos estudios son esencialmente concordantes (37, 48, 87, 88).

Un polimorfismo A/G en la par de base 52029 en el promotor CCRS5 fue identificado y
parece afectar la tasa de progresién a SIDA en pacientes infectados con VIH-1 El

genotipo CCR5-59029 G/G parece ser relativamente protector que CCR5-59029 A/A, y



su efecto puede ser el resultado de una produccion reducida de RNAm. El alelo A exhibe
un 50% de expresion mas alta de CCRS in vitro y confiere progresién a la enfermedad
mas rapido que el alelo G. Esos resultados indican que el sitio en el promotor del CCR5
es importante y puede ser un blanco util para el tratamiento de la infeccion del VIH-1(48,
57), lo que hoy en dia se utiliza como apoyo en el tratamiento contra el VIH/SIDA,
bloqueadores de CCR5 — Maraviroc (86).

Otros estudios han identificado haplotipos adicionales que dividen ademas el
haplotipo P1/59029 A: HHG*1, HHG*2 (transportando el alelo A32), HHF*1, HHF*2
(unido al alelo CCR2-64!) y HHE (48, 67) (Fig. #15). Los caucasicos son caracterizados
por frecuencias altas de un numero pequefio de haplotipos (HHC/P4, HHE y para un
grado mas bajo HHG*2 y HHF*2), mientras las poblaciones originarias de Africa
muestran una distribucion de patrones mas ampliamente dispersos de haplotipos. E!
HHG*2 y HHF*2 han sido asociados a una progresion lenta en poblacion caucasica y
afro-americana posiblemente por el efecto protector de A32 y CCR2-64!, respectivamente
(67).

Ademads, otros estudios han mostrado que el espectro de haplotipos CCRS5 asociados
con aceleracion o retardo de la enfermedad difiere entre Afro-Americanos y Caucasicos.
Como un ejemplo, el alelo CCR2-64! fue asociado con progresién retrasada a SIDA en
afro-americano, pero no en caucasicos. También, el haplotipo HHE (incluido en P1) fue
asociado a progresién rapida en Caucasicos, pero no en afro-americano, mientras el
haplotipo HHC (P4) fue letal para afro-americanos, pero con progresion lenta de la
enfermedad en poblacion tailandesa (48, 67). El efecto fenotipo de A32 fue también
mostrado dependiente, en gran parte en la identificacion del alelo compafero. En

acuerdo con esto fue recientemente demostrado que la combinacién de los haplotipos
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CCRS5 A32/-2459 A y CCR5wt/2459G resulta en expresion relativamente débil de CCRS,
y proteccion significativa contra la transmision del VIH (48).

Dado el efecto de las variantes del promotor CCR5 sobre la expresién del receptor y
potenciaimente sobre la defensa del hospedero contra los patdégenos, este locus fue
analizado para detectar sefales de seleccidon en favor de alelos especificos. Variantes y
haplotipos fueron caracterizados en la region regulatoria S1 del gen CCRS5 en 400
cromosomas de las poblaciones de todo el mundo (48).

La densidad de polimorfismo de nucledtidos Unicos (SNPs= single nucleotide
polymophisms) fue mas elevada que lo esperado, y caracterizado por un exceso de
alelos de frecuencia intermedios. Junto con el andlisis de la genealogia de los haplotipos
CCRS, estos datos sugieran que la seleccion balanceada fue aplicada al locus MHC,
favorece los heterocigotos sobre los homocigotos, y el mantenimiento a largo término en
la poblacién de una variedad de alelos (48). Cuando aplique a CCRS5, es el resultado de
cambios adaptativos y patégenos sobre la historia del gen. La presién selectiva aplico a
haplotipos del promotor CCRS5 fue también sugerida desde la comparacién del
secuencias del promotor de una variedad de especies de primates (48). A pesar del
incremento evidente de los haplotipos CCR5 conectados, la expresion del CCR5 vy la
progresion de la enfermedad del VIH, es posible que parta de lo observado en la
expresion de variantes interindividuales del CCRS, si genéticamente determinado, puede
confiar en la actividad de los factores trans-actuantes mas que la integridad de los
elementos cis-regulatorios. Su observacién también posible que la haplotipos del
promotor CCRS correlacione con progresion a SIDA represente marcadores genéticos

para otras variantes genéticas no identificadas sobre el cromosoma 3 (48).
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D. LA VARIANTE SDF1-3'A

El gen SDF1 tiene 10 kb de longitud y esta localizado en el cromosoma 10p11.1.
Existe en dos isoformas: alfa (a) y beta (B) obtenidas como una consecuencia de
empalme alternativo (67). EIl SDF1 es una poderosa citoquina quimio-atrayente, es el
ligando natural de CXCR4 (23). El SDF1-a es capaz de hacer una regulaciéon baja del
CXCR4 sobre las células por induccidn de la endocitosis, bloqueando efectivamente |a
infeccidn por virus con tropismo T pero no para cepas VIH-1 con tropismo M.

La alteracion de la region codificante CCRS y su relaciéon a la resistencia al VIH-1 ha
estimulado la blsqueda para otras mutaciones en genes claves codificando
correceptores o ligandos de correceptores. Ninguna mutacion ha sido reportada
afectando la estructura pnmaria de CXCR4 o SDF-1, de acuerdo con el rol de esas
proteinas durante el desarrollo. Una variacion en una regién no codificante del transcrito
codificante SDF-1B fue sin embargo descrita (23). Una transicién de G a A (SDF1-3'A)
fue encontrado en la posicion 801 relativa al codon de inicio ATG, dentro del transcrito de
3,526 pb (23, 67). La hipttesis mas simple para la accion del SDF1-3'A esta envuelto en
un regulacion aumentada de la cantidad de proteina SDF1 disponible para la unién a
CXCR4 y detener la aparicion de cepas de VIH-1 con tropismo a T comunes en el estado
tardia de la enfermedad (23). Este alelo fue encontrado para mostrar frecuencias
variables en poblaciones mundiales, las frecuencias mas altas siendo encontradas en
poblaciones Asidticas (25 — 35%) y particularmente Oceania (50 — 70%) (82). En el
estado homocigoto, SDF1 — 3" A/3' A fue reportado demora en el comienzo de SIDA (23).
Los individuos heterocigotos mostraron tasa de progresion similar a los homocigotos para
el alelo tipo salvaje (23). Eso sugiere que incrementa |la estabilidad de los transcritos de
SDFI podria explicar el fenotipo, resultando en produccién mas alta de SDF-1 e inhibicién

de la entrada de las cepas usando CCR4. Como tales un efecto seria sin embargo
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esperado para ser dominante mas que recesivo. Ademas, las modificaciones de
estabilidad o eficiente transduccién para las variantes de transcritos SDF-1 podrian no
ser demostrados (48).

Otros estudios sugieren una asociacion del genotipo SDF1-3'A/3'A con progresion
acelerada a SIDA (52), pero sobrevida prolongada siguiendo el diagnosis de! SIDA fue
reportados en otro (48). En otros reportes no encuentran ninguna asociaciéon con
progresion de la enfermedad por VIH-1 (88). Un meta-anélisis colectando informacién de
todos los cohortes disponibles concluy6 la ausencia de efecto del alelo SDF1-3'A en la
progresion a SIDA, y sugiere que la proteccion relativa observada en el reporte original

fue posiblemente debia a casualidades (48, 88).
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DISENO DE LA INVESTIGACION

I. OBJETIVO GENERAL

Determinar la distnbucién de los polimorfismos en SDF1-3'A, CCR5-432, CCRS5-
59029, y CCR2-V64| en personas infectadas con el VIH-1 y los efectos de la progresiér

de la enfermedad en sujetos panamefios infectados con VIH-1 por via perinatal.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer la frecuencia de los polimorfismos en SDF1-3'A, CCR5-A32, CCRS-
59029, y CCR2-V64| en personas infectadas con el VIH-1

2. Correlacionar los polimorfismos en SDF1-3'A, CCR5-A32, CCR5-59029, y CCR2-
V64| con el grado de disminucién inmune en los sujetos infectados por via
perinatal.

3. Correlacionar polimorfismo SDF1-3'A, CCR5-A32, CCR5-59029, y CCR2-V64/|
con la replicacion viral en los sujetos infectados con VIH-1 perinatalmente.

4. Evaluar el efecto de los polimorfismos en SDF1-3'A, CCR5-432, CCR5-59029, y
CCR2-V64l y su relacién con la progresion a muerte en los sujetos infectados con

VIH-1 perinataimente.

. HIPOTESIS DE TRABAJO

La presencia de polimorfismos SDF1-3'A, CCR5-A32, CCR5-59029, y CCR2-V64|
disminuye la progresién de la enfermedad en pacientes VIH positivos por transmisién

perinatal.
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IV. JUSTIFICACION

El estudio se centra en conocer |la frecuencia genotipica de ciertos polimorfismos
genéticos en sujetos infectados con el VIH por transmision perinatal y en sujetos adultos
infectados con VIH-1 en Panama. Al mismo tiempo, determinar si la presencia de alguno
de los polimorfismos confiere a los pacientes VIH positivos algin grado de protecciéon en
la progresion de la enfermedad con respecto a paciente que no la posean. Para
determinar algun tipo de relacion debemos conocer alguna de las variables que serviran
de herramienta estadistica para la obtencién de curvas de sobrevida tales como, conteo
de CD4, presencia de infecciones oportunistas, carga viral VIH-1, tiempo de infeccion, y
uso de tratamiento antirretroviral para el ViH-1.

Este es el primer estudio que se realiza en América Central y Panama para
determinar presencia de factores genéticos y sus efectos en la progresion de la
enfermedad a SIDA o muerte en individuos infectados perinataimente. Con este estudio
hay el compromiso de publicar los datos relevantes para beneficio de los pacientes que
desde el inicio de su existencia son infectados con el VIH-1, para que pueda ser usado
como herramienta para el clinico como factor pronéstico genotipico de la infeccion del
VIH-1.

Existen muchos factores genéticos que pueden influir en |a historia natural del VIH-1,
analizaremos cuatro para tener un conocimiento preliminar y esperamos aportar
informacion relevante para un mejor manejo de los pacientes que en ocasiones por
desconocimiento de los padres o por carecer de un adulto responsable que los conduzca
a las instalaciones de salud no son atendidos con la regularidad que su enfermedad
requiere, siendo su herencia lo unico que los mantiene con vida hasta que acudan a

recibir la atencién adecuada y si lo amerita, el tratamiento correspondiente.
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V. METODOLOGIA

A. Tipo de Estudio

Retrospectivo de cohorte. Las muestras de archivo correspondian a nifios vy
adolescentes infectados con VIH perinataimente desde 1992 a junio de 2009 y que no
recibieron terapia antirretroviral (TARV) desde el momento de nacer, si no desde que
presentaron un problema clinico por lo que requirieron su uso. Ademas de muestras de

archivo de sujetos adultos infectados con VIH-1, desde 2001 a 2009.

B. Universo de Estudio:

Hijos de mujeres VIH positivas nacidos de 1992 a junio de 2009 y a quienes se les
compruebe infeccion por VIH-1 transmitida por via perinatal y adultos infectados con VIH-

1.

C. Sujetos de Estudio

El Hospital del Nifflo es el centro de atencion infantii mas complejo en Panama y el
mayor numero de los pacientes de nuestro estudio provienen de su Unidad de
Infectologia Pediatrica, la cual es responsable de la atencién de los nifios y adolescentes
infectados con VIH/SIDA. Los otros nifios 0 adolescentes del estudio son pacientes del
Hospital Materno-Infantil José Domingo de Obaldia de la Provincia de Chiriqui y Albergue
Maria y el Hospital José Amador Guerrero de la Provincia de Colén. Del Hospital Santo
Tomas fueron enviados los sujetos adultos VIH-1 positivos.

Las 74 muestras de sangre usadas para la determinacion de los polimorfismos en
SDF1-3'A, CCR5-A32, CCR5-59029, y CCR2-V64l fueron muestras de archivo que
provenian de pacientes infectados por transmision perinatal y con un adecuado historial

de seguimiento de las clinicas de VIH de los respectivos Centros de Atencion Médica.
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Los muestras de los pacientes fueron divididos en tres grupos; asintomético, sintomatico
y SIDA, segun los criterios de CDC para infantes viviendo con VIH/SIDA basados en el
conteo de CD4 y enfermedades oportunistas (Anexo 1 y 2). Los datos obtenidos de los
pacientes inician desde el ano 1992 hasta el 2009. Durante el tiempo del estudio, 10
pacientes fallecieron debido a enfermedades relacionadas a SIDA (sindrome de
desgaste). Los registros médicos y resultados de carga viral, CD4 y genotipaje fueron
manejados a través de cddigos anonimos introducidos en una base de datos
confeccionada en el programa de Access de Microsoft Office.

Las doscientos veititrés muestras de sangre de los sujetos adultos usadas para la
determinacién de los polimorfismos en SDF1-3'A, CCR5-A32, CCR5-59029, y CCR2-

V64| fueron muestras de archivo que provenian de pacientes infectados con VIH-1.

D. Consideraciones Eticas

Este estudio es parte del Protocolo valor pronéstico de la Neopterina en el
progreso de la infeccién por VIH y su correlaclén con otros marcadores en
pacientes VIH positivos de Panama, iniciado en el afio 2005 y aprobado por el Comité
Nacional de Bioética de la Investigacion (Anexo 3). Como el protocolo en mencién es
retrospectivo de cohorte y evalia muestras de archivo, no se necesita el consentimiento
informado por parte del paciente. La confidencialidad sera mantenida durante y después
del estudio, y por ello, se trabajaran las muestras por cédigo. Al final del estudio, se
hardn presentaciones para socializar con personal médico e investigadores los aportes
de la investigacion en lo concerniente a progresion de la enfermedad en pacientes

viviendo con VIH/SIDA a nivel nacional e internacional.
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E. Coleccién de sangre y procesamiento

La sangre periférica fue colectada en tubos con EDTA. Uno de los tubos fue utilizado
para el conteo de los CD4, los otros dos fueron colectados y centrifugados para separar
plasma y capa de glébulos blancos. El plasma fue utilizado para llevar a cabo la
determinaciéon de la carga viral VIH-1 y los glébulos blancos para la extraccion de DNA
gendmico a utilizarse en los analisis genéticos de los polimorfismos. Todas las muestras

de carga viral y genotipaje fueron almacenadas a-70 °C en ultra congeladores.

F. Conteo de CD4 y Estimacién de la Carga Viral VIH-1

El conteo de linfocitos T CD4 fue determinado por citometria de dos colores (Cy5 -
PE, CD3; y PE, CD4) usando anticuerpos monoclonales de Becton Dickenson; y
citometria de dos colores (FITC, CD45; y PE, CD4, metodologia Panleucogating) usando
anticuerpos monoclonales de Beckman Coulter.

La carga viral de VIH-1 de cada paciente se establece a través de la determinacion de
los niveles de RNA VIH-1 ubicados en el plasma sanguineo de los sujetos haciéndo uso
de la metodologia de PCR tiempo real desarrollada por Roche (Cobas

Ampliprep/TagMan).

G. Extraccién de DNA y Genotipificaciéon

Para la extraccion de DNA genomico de las muestras de glébulos blancos congeladas
utilizamos el protocolo comercial del kit de purificacién de DNA genémico Wizard®
(Promega Parte # TMO050) (22), con algunas adecuaciones y que detallamos a

continuacion.
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10.

11.

Protocolo de Extraccidon de DNA

Adicione 900! de solucién de lisis de células a un tubo de microcentriguga a
300ul de sangre.

Agite en el vortex por 10 segundos para mezclar la sangre con la solucién de lisis
de células.

Incube la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente (invirtiendo 3 veces
durante la incubacién) para lisar las células rojas. Pasado los 10 minutos,
centrifugue a 13,000 x g por 30 segundos a temperatura ambiente.

Remueva tanto sobrenadante como sea posible sin perturbar el sedimento
blanco. Aproximadamente 10 - 20ul de liquido residual permanecera en el tubo.
Repita el paso 1 al 4 una vez mas hasta que el sedimento sea blanco. Este paso
extra es muy comun al usarse muestras congeladas.

Agite fuertemente en un vortex hasta que el sedimento blanco de glébulos
blancos esté resuspendido (15 segundos).

Adicione 300ul de solucién de lisis de nucleo al tubo conteniendo las células
resuspendidas. Homogenice la mezcla utilizando la misma punta de pipeta, suba
y baje la mezcla 6 veces. Incube a 37 °C toda la noche con agitacién de 500 rpm.
Al dia siguiente, retire los tubos de la incubadora y adicione 100ul de solucién de
precipitacién de proteinas al lisado nuclear, y agite fuertemente en un vortex por
20 segundos.

Centrifugue a 13,000 x g por 3 minutos a temperatura ambiente.

Transfiera el sobrenadante a un microtubos de 1.5ml conteniendo 300ul de
isopropanol a temperatura ambiente.

Suavemente mezcle por inversién hasta que aparezca hebras blancas de DNA y

se forme una masa visible.
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12. Centrifugue a 13,000 x g por 1 minutos a temperatura ambiente. EI DNA se
observa como un sedimento blanco.

13. Decante el sobrenadante, y adicione 300ul de etanol al 70% al sedimento de
DNA. Invierta el tubo para lavar el sedimento de DNA y la superficie interna del
microtubo. Centrifugue a 13,000 x g por 1 minutos a temperatura ambiente.

14. Cuidadosamente elimine el sobrenadante con una pipeta de transferencia. Luego,
invierta el tubo sobre papel absorbente limpio y espere aproximadamente 15
minutos para que el sedimento de DNA seque completamente.

15. Adicione 100yl de solucién de rehidratacion al tubo y rehidrate el DNA incubando
a 65°C por 1 hora con una agitacion constante de 300 rpm.

16. Almacene el DNA a -70°C hasta el momento de su uso.

H. Amplificacién, Corte Enzimatico, Deteccidén y Secuenciacién

Todas las muestras extraidas fueron amplificadas con los cebadores especificos para
cada marcador genético. En cada reaccion de PCR se incluyeron dos controles negativos
para asegurar que ningun contaminante fuera introducido en la PCR inicial.

Los cebadores usados en el estudio fueron:

CCR5d32F: 5-GTGGTGACAAGTGTGATCAC-3
CCR5d32R: 5-TTGTAGGGAGCCCAGAAGAG-3
SDF1-3AF: 5-CAGTCAACCTGGGCAAAGCC-3'
SDF1-3AR: 5-AGCTTTGGTCCTGAGAGTCC-3
CCR2-V64IF: 5-TTGTGGGCAACATGATGG-3
CCR2-V64IR: 5-CTGTGAATAATTTGCACATTGC-3'
CCR5_59029F: 5-CCCGTGAGCCCATAGTTAAAACTC-3'

CCR5_59029R: 5-TCACAGGGCTTTTCAACAGTAAGG-3'.
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La mezcla de reaccién consiste de buffer de PCR, 1.5mM MgCl,, 0.2mM de dNTPs,
0.5mM de cada cebador, y 0.625 unidades/reaccion de TaqDNA polimerasa (Promega).
Las condiciones de reaccidon fueron para (a) CCR5A32 una desnaturalizacion inicial de
94°C por 3 minutos, y entonces 35 ciclos a 92°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, y 72°C por 30 segundos y extension final de 72°C por 10 minutos (23, 26), (b)
las condiciones de la PCR para SDF1-3'A como en el caso anterior con temperatura de
anidamiento de 58°C. Los productos de PCR fueron digeridos por 5 unidades de
Mspl/reaccién de 20l (Promega) a 37°C por 4 horas (23, 24), (c) las condiciones de PCR
para CCR2-V64| como en el caso antenor con temperatura de anidamiento de 52°C. Los
productos de PCR fueron digeridos por 5 unidades de BsaBl/reaccién de 20ul (New
England BioLabs®inc.) a 60°C por 4 horas (23, 25) y (d) las condiciones de PCR para
CCR5-59029G/A como en el caso anterior con temperatura de anidamiento de 60°C. Los
productos de PCR fueron digeridos por 5 unidades de Bsp1286l/reacciébn de 20ul
(Promega) a 37°C por 4 horas (23, 37). Los productos de digestion de CCR5-59029G/A,
SDF1-3'A, y producto de la PCR de CCR5A32 fueron visualizados en electroforesis de
geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio. La digestion de CCR2-V64| fue
visualizada en electroforesis de geles de agarosa al 3% con bromuro de etidio. Productos
de PCR para el genotipaje de SDF1-3'A, CCR2-V64l, y CCR5-53029 fueron
seleccionados al azar para el analisis de secuencia de nucledtido automatizada (Applied
Biosystems Analizador Genético 3130) para asegurar la exactitud de las determinaciones

por PCR-RFLP.

|. Andlisis Estadistico
Las frecuencias alélicas y genotipicas que se encuentren seran comparadas y las

diferencias evaluadas usando la prueba de Chi cuadrado (x°) y el equilibrio de Hardy-
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Weinberg. Los valores de la actividad viral (carga viral) y el conteo de CD4 se
compararan por las pruebas de Kruskal Wallis. Para comparar los valores de linfocitos T
CD4 y carga viral del ViH-1 antes y después del tratamiento, se utilizara la prueba de
Mann-Whitney. Finalmente, para determinar si existe relacién entre los polimorfismos y el
tiempo a desarroliar SIDA o0 muerte se analizaran a través de las curvas de sobrevivencia
de Kaplan-Meier y el modelo de regresiéon de Cox univariado utilizando como punto final
el inicio del tratamiento. Cualquier valor de P menor o igual de 0.05 sera considerado

estadisticamente significativo.
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. RESULTADOS

Un total de 74 pacientes VIH-1 por transmisién perinatal fueron seleccionados para

determinar su genotipo a CCR5A32, CCR5-59029A/G, CCR2-V64l, y SDF1-3'G/A, de

este total 32 correspondian al sexo femenino y 42, al masculino. La mediana para la

edad fue de 8.5 (9 anos), con un rango que va de 1 a 17 afios (Tabla #4).

Cuarenta y tres pacientes (58.1%) fueron clasificados en la categoria clinica de

sintomatico; y cuarenta y dos (56.8%) en la categoria inmunolégica uno (ver Anexo 1y

2).

Tabla #4. Caracteristicas demograficas clinicas de la oblacién de estudio.

Género masculino
Género femenino
Edad media (rango)
Categoria Clifnica

A

B

o

N

Categoria Inmunolégica
1

2

3

42
32

9(1-17)

43

24

42
14

18

%
6.8
581
32,4
27

56.8
189

243
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CCR5A32:- Setenta y cuatro muestras fueron genotipificadas para la mutacion CCR5A32
por PCR-RFLP. Dos heterocigotos (2.7%) fueron identificados, dando la frecuencia del
alelo CCR5A32 en esta muestra de la poblacién de 0.0135 (Tabla #5). La distribucién del
genotipo estaba en acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Un resultado tipico de
los genotipos CCR5wt/wt y CCR5-wt/A32 es presentado en la Figura #16. El tamafio del
fragmento homocigoto tipo salvaje (wt) es de 302pb. Cuando hay presencia de la

delecion de 32 pb en el gen CCRS, se observa un fragmento de 270 pb.

Fiéura #16. Imagen de una corrida electroforética en un gel de agarosa 2% teriido con bromuro de
etidio, donde se observa una muestra heterocigota (291) al polimorfismo CCR5A32 sefialada con la
flecha El alelo wt amplifica un fragmento de 302 pb y el alelo con la deleccién (A32) uno de 270 pb. El
marcador de peso molecular (MPM) corresponde a uno de 100 pb [1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500
(mayor intensidad), 400, 300, 200, 100 pb]. Los ndmeros del 281 al 296 corresponden al codigo de cada

sujeto del estudio. wt tipo salvaje
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Tabla #5. Frecuencia def Polimorfismo delta 32 del gen CCR5 en sujetos infectados con VIH perinatalmente.
Se dividio la poblacion infantil en nifios (barra azul) y ninas (barra roja), el total de sujetos es representado
con la barra verde. Ademas, en la grafica se muestran los porcentajes de los polimorfismos en el gen CCR5

para la deleccion A32.

Frecuencia de la Deleccion A32 en el Gen

80
70
3 60
k)
3 50 [ —
& 40
2
Y]
§ 30
z 20
2.7% ‘
10 “0.0% &7% 0
0 -
wywto wt/a32 A32/432 T
M 40 2 0
F 32 0 0
| O 1
Total 72 2 0
. S N

CCR2-V64l.- Setenta y cuatro muestras fueron genotipificadas para la mutacion CCR2-
V64! por PCR-RFLP. Veinticinco (56.7%) heterocigotos y siete (8.5%) homocigotos
(Tabla #6) fueron identificados, dando una frecuencia del alelo CCR2-V64i en esta
muestra de la poblacidn de 0.2635. La distribucion del genotipo estaba en acuerdo con
el equilibrio de Hardy-Weinberg. Un resuitado tipico de los genotipos CCR2-V/V, CCR2-
Vi, y CCR2-1/l es presentado en la Figura #17. El alelo tipo salvaje no es digerido por
BsaB/ observandose un fragmento de 183 pb; y en el caso del alelo mutado si es cortado
en dos fragmentos de 165 y 18 pb. Este ultimo fragmento no es observado en el gel de

agarosa por su reducido tamano.
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Figura #17. Imagen de una corrida electroforética en un gel de agarosa 3% tefiido con bromuro de etidio,
donde se observan 5 muestras homocigotos a CCR2-V (muestras 266, 269, 270, 272 y 273), 2 muestras
heterocigotas a CCR2-V/| {muestras 268 y 271), y una muestra homocigota a CCR2-1 (muestra 265). El alelo
wt (CCR2-V amplifica un fragmento de 183 y el alelo con la sustitucion y digerido con BsaBl, es de 165 pb.
Marcador de peso molecular (MPM) de 100 pb.

Tabla #6. Frecuencia del Polimorfismo en el gen CCR2 en sujetos infectados con VIH perinatalmente. Se
dividié la poblacién infantil en nifics (barra azul) y nifias (barra roja). el total de sujetos es representado con la

barra verde. Ademas, en la grafica se muestran 10s porcentajes de los polimorfismos en el gen CCR2.

Frecuencia del Polimorfismo en el Gen
CCR2

45
40
35
30
25
20
15
10

Numero de Sujetos

V/V(wt) __1/1 {sustitucién)
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CCR5-59029A/G:- Setenta y cuatro muestras fueron genotipificadas para la mutacion

CCRS5-59029A/G por PCR-RFLP. Treinta y dos (43.3%) heterocigotos y diez (13.5%)
homocigotos (Tabla #7) fueron identificados, dando una frecuencia del alelo CCRS-
59029G en esta muestra de la poblacion de 0.3514. La distribucidn del genotipo estaba
en acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Un resultado tipico de los genotipos
CCR5-59029A/A, CCR5-59029A/G, y CCR5-59029G/G es presentado en la figura #18.
El alelo tipo salvaje no es digerido por Bsp 1286/ observandose un fragmento de 268 pb;
en el caso del alelo mutado este es cortado en dos fragmentos, 130 y 137 pb. Por otro

lado en los sujetos heterocigotos se observan tres fragmentos: 268, 137,y 130 pb.

P . —— - P _ > - Camevn emk e i~ e —aree e P

Figura #18. Imagen de una corrida electroforética en un gel de agarosa 2% terido con bromuro de etidio,
donde se observan 5 muestras homocigotos (278, 282, 286, 293, 294) a CCRS5-59029A, 9 muestras
heterocigotas (279, 280, 281, 288, 292, 297, 301, 302 y 305) a CCR5-59029A/G, y § muestras homocigotas
(289, 291, 299, 300y 303) a CCRS5-G. El alelo wt (CCR5-59029A) amplifica un fragmento de 268 pb y el alelo
con la sustitucion y digendo con Bsp1286!, dos fragmentos de 137 y 130 pb. Marcador de peso molecular
(MPM) de 100 pb con una banda de 1500 pb.
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Tabla #7. Frecuencia del Polimorfismos en la Region del Promotor det Gen CCRS5, CCR5-59029, en sujetos
infectados con VIH perinatalmente. Se dividid la poblacion infantil en nifios (barra azul) y nifias (barra roja). el
total de sujetos es representado con la barra verde. Ademas, en la grafica se muestran los porcentajes de

los polimorfismos en esta region del promotor del gen CCRS.

Frecuencia de Polimorfismos en la Region

del Promotor del Gen CCRS5, CCR5-59029.
35
30
g 25
2
=}
s 20
<
e 1s
-]
£
2 10
5
o
A/A (wt) A/G (heterocigoto) G/G (sustitucién) |
mM 23 18
®F 9 14 9
Total 32 32 10

SDF1-3'G/A:- Entre los 74 sujetos de estudio genotipificados para la mutacion SDF1-3'A,
24 (32.4%) heterocigotos (Tabla #8) fueron identificados, dando una frecuencia del alelo
SDF1-3'A en esta muestra de la poblacion de 0.1622. La distribucidon de los genotipos
esta en acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. El resultado tipico de los genotipos
es presentado en la figura #19. El alelo tipo salvaje es digerido por Msp/ observandose

dos fragmentos de 202 y 100 pb; en el caso del alelo mutado este no es digerido por la
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enzima resultando en un fragmento de 302 pb. En los heterocigotos se observan tres
fragmentos de 302, 202, y 100 pb.

Una potencial fuente de error en la determinacion de este genotipo estd asociado al
hecho de que l|a identificacion del homocigoto SDF 1-3'A es basada en la pérdida de! sitio
para la restriccion de la endonucleasa Mspl (Hpall). Asi, la presencia de inhibicidén de lz
enzima de restriccion puede resultar en identificacion falsa de homocigotos SDF1-3'A.
Por esta razén, fue necesario confirmar el Unico resultado homocigoto para SDF1-3'A del
estudio a través de secuenciacion, encontrandose una G en la posicion 801 en lugar de
una A, esto comprobd que este resultado fue un falso positivo debido a probable

inhibicién de la enzima de restriccion (figura#19).

Figura #19. Imagen de una corrida electroforética en un gel de agarosa 2% tefido con bromuro de etidio,
donde se observan 9 muestras homocigotas (28, 30, 32, 33, 34, 36, 37, 38, 40) a SDF1-3'G, 5 muestras
heterocigotas (29, 35, 41, 42, 43) q SDF1-3'G/A, y una muestra homaocigota (31) a SDF1-3'A, este syjeto se
detecto inhibicién de la enzima por secuenciacion) El alelo wt amplificado y digendo con Mspl nos muestra
dos fragmentos 202 y 100 pb; y el alelo con la sustitucion del nucleodtido y no digendo, un fragmento de 302

pb; en el caso de los heterocigotos se observan tres bandas de 100, 202 y 302 pb.
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Tabla #8 Frecuencia del Polimorfismos en el Gen SDF1 en sujetos infectados con VIH perinataimente. Se
dividio la poblacion infantl en ninos (barra azul) y nifas (barra roja), el total de sujetos es representado con la
barra verde. Ademas, en la grafica se muestran los porcentajes de [os polimorfismos en este gen SDF 1. El
sujeto #31 fue descartado como homocigoto a la sustitucion de G (guanina) por A (adenina) a través de la

secuenciacion de este fragmento de 302 pb.

Frecuencia de Polimorfismos en el Gen

SDF1

50

45 T

40
2 |
¢ 135
ko
2 30
< 25
(=]
g 20 |
2 15 %

10 B

5

G/G (wt) G/A (helerocigoto) A/A (sustitucién)___

M 25 17 0
BF 28 7 0
Totall 50 24 0

~/—/——— 000000000000

Curvas de Sobrevida

Ademas de la medicion de las frecuencias, se realizo un analisis de Kaplan-Meier
para cada polimorfismo donde se evalud la progresion a muerte. Para esto se tomo en
consideracion la edad de los sujetos de estudio como tiempo de sobrevida y como punto

final la variable de vida o muerte.
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En cuanto a los calculos de sobrevida para los diferentes polimorfismo en CCR2-
V64|, SDF1-3'A, y CCR5A32 en fa totalidad de los sujetos no observamos resultados
estadisticamente significativos a la progresion a muerte en los sujetos que presentan uno
o dos de los alelos mutado (p=0.4946; p=0.8122, y p=0.7254). Solo se observé una
diferencia estadisticamente significativa en la progresion a muerte en los syjetos que
expresan en sus dos alelos la mutacién puntual CCR5-59029G (p=0.0025) (Fig. #20).
Cuando se analizd la progresion a muerte en los sujetos con la mutaciéon 59029G en uno

de sus alelos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p= 0.3794).

CCR5-59029

100 |- .
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- CCRS-59029:
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80 G/G
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Figura #20 Curva de progresion a muerte, segun presencia de mutacion CCRS5-59029G en ambos alelos
en todos los sujetos del estudio. Se calcula la curva en base a edad como tiempo de sobrevida y SIDA o
muerte, como punto final. Los sujetos con la mutacion CCRS-59029G (linea discontinua roja) en ambos
alelos tienen una progresion lenta a SIDA o muerte en comparacion con los sujetos CCR5-59029A (linea

continua azul), esto es estadisticamente significativa, P= 0.0025, curva de Kaplan-Meier.
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Observamos ciertas tendencias en las curvas de sobrevida, por lo que nos interesé
evaluar si habia diferencia en la progresion a muerte en los diferentes grupos de edad,
para esto, los sujetos del estudio fueron clasificados en tres grupos: i) 1 a 5 arios; ii) 6 a
12 anos, y iii) 13 a 17 anos. Esta division se baso en |a clasificaciéon CDC para nifios VIH
positivos menores de 13 afios y se fundamenta en el grado de desarrollo del sistema
inmunoldgico en esas etapas de la vida (60). Al volver a analizar las curvas de sobrevida
por grupo se observd que en los sujetos mayores de 5 afos y menores de 13 afnos, la
progresion a muerte en presencia de la mutacién SDF1-3'’A en uno de los dos alelos se

reduce significativamente (p= 0.0047) (Fig. #21).

Figura #21 Curva de progresion a muerte, segun presencia de la mutacion SDF1-3'A en uno de los alelos
(linea discontinua roja), en sujetos con un rango de edad mayor de 5 afios y menor a 13 afios. Se calcula la
curva en base a edad como tiempo de sobrevida y, vida o muerte como punto final. P= 0.0047, curva de
Kaplan-Meier.



Ademas se analizaron los polimorfismos CCR2, y CCR5A32 pero no se obtuvo una
reduccion o aceleramiento de la progresién a muerte en estos polimorfismos. Los analisis

no detectaron diferencias estadisticamente significativas.

Cuantificacién de la Influencia de los Polimorfismos

Para determinar si los polimorfismos CCR5-59029G y SDF1-3'A son un factor de
riesgo o proteccién y que esto no esté ocurriendo de una forma aleatoria, se utilizaron la
regresion de Cox univariado. Para la mutacion CCR5-59029G (Fig. #22), se analizaron
en todos los sujetos en estudio y se obtuvieron resultados significativos (p= 0.0066) que
indican que este polimorfismo tiene un efecto protector de 70.0 % cuando expresa la

mutacién en los dos alelos (Tabla #9).

Regresién de Cox »
CCR5-59029

CCRS5-59029:
59029 GG
---------- 59029 AA
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Figura #22 Regresion de Cox que nosayudo a calcular elporoentaje 'Ej“g&nesgo 0 proteécmn del
polimorfismo en la regiéon del promotor CCR5-59029, observandose en los sujetos con la mutacién CCR5-

59029G (linea continua azul) una mejor probabilidad de sobrevida. P= 0.0066, con un indice de b= -1.1965
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Tabla #9. Resultados de la regresion de Cox para CCR5-58029G.

Covariate

b

SE P

Exp(b) | 95% ClI of Exp(b)

CCR5_59029 AA_GG

Coeficiente y Error Estandar

1.1965

0.4496 - 0.007787

0.3022 0.1258 a 0.7263

Al igual que en CCR5-59029G, para SDF1-3'A se utilizo la regresién de Cox para

calcular el factor de proteccidn, presentado en porcentaje. Cuando se analizo la variable

dependiente SDF1-3'A con la herramienta estadistica se obtuvo una significancia

estadistica significativa en los resultados (p= 0.0185) (Fig. #23), observandose un nivel

de proteccion del 60.0% en los nifios comprendidos en las edades de 6 a 12 afios (Tabla

#10).

Para el resto de los polimorfismos no se obtuvieron resultados estadisticamente

significativos y no se observaron tendencias en los analisis estadisticos.

Regresitn de Cox
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Figura #23 Regresion de Cox univanado, se utilizaron como variante la mutacion SDF1-3'A, en sus forma

homocigota tipo salvaje (linea continua azul) y heterocigota (linea discontinua roja). P= 0.0185 y los sujetos

en el rango de edad de 6 — 12 afios.
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Tabla #10. Resultados de la regresion de Cox para SDF1

Covariante b SE P Exp(b) 95% C! of Exp(b)

SDF1 -0-9053 04005 - 0.0238 0.4044 0.1852 a 0 8831

Coeficlentes y Error Estdndar

CD4 vs Polimorfismos

Correlacionamos los diferentes polimorfismo en CCR5-59029 con el conteo de los
linfocitos CD4 totales, observandose una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.0251) con un coeficiente de correlacion r= -0.2736. Este coeficiente de correlacién
°r" con valor negativo indica que la relacién de CD4 es inversamente proporcional al

polimorfismo 59029G, como se puede observar en la figura #24.

Correlacibn CD4 vs CCRS-59029

AG GG
CCRS 59029 (AA - AG - GG)

Figura #24. Grafica que muestra la correlacion del nimero de CD4 vs los polimorfismos en CCR5-59029 P
0.0251, =-0.2736
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CD4 (células/mm3)

En el resto de los polimorfismos no obtuvimos diferencias significativas al
correlacionarto con el conteo de linfocitos CD4. Sin embargo, el conteo de linfocitos CD4
total de los sujetos que presentaron el polimorfismo CCR5A32 fue mayor de 800
células/mm?.

Utilizamos la prueba de Kruskal-Wallis para comparar los valores del conteo total de
linfocitos CD4 vs los polimorfismos en la region promotora de CCR5-59029. Observamos
una diferencia significativa en los conteos obtenidos para los diferentes polimorfismos del
promotor del CCRS5 (p= 0.0312); dando como resultado conteos de CD4 més bajos en los

que presentan la mutacion 59029G (Fig. #25).

Coinparacion CD4 vs CCR5-59029
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Figura #25 Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el conteo de CD4 total vs e! polimorfismo en el promotor

de CCR5. P=0.0312
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Al igual que para el polimorfismo CCR5-59029, se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis
donde se compara el conteo de CD4 vs el polimorfismo en SDF1. En esta prueba
obtuvimos una diferencia significativa (p= 0.0406), que muestra valores de linfocitos CD4

menores en los sujetos que presentan la mutacion SDF1-3'A (Fig. #26).

Comparacién CD4 vs SOF1
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Figura #26. Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el conteo de CD4 total vs el polimorfismo en SDF1. P=
00406

No se observaron diferencias significativas en los polimorfismos en CCR2 y CCR5A32.
A simple vista no se observa una ventaja al poseer los polimorfismos en la region del
promotor CCR5 y en el gen SDF1 en el conteo de los CD4. Sin embargo, hay que tener
en cuenta la edad del paciente, por lo que correlacionamos la edad de los sujetos con el

polimorfismo que presentan para el promotor de CCR5 y SDF1. Para SDF1, no
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obtuvimos un resultado estadisticamente significativo (p= 0.7675). Pero, para el promotor
CCR5 si se observaron diferencias significativas (p= 0.0017) y con un coeficiente de
correlacion r= 0.3591; indicando en este ultimo una relacion directamente proporcional

con el polimorfismo CCR5-59029G (Figura #27).
Correlacion de CCRS-59029 vs Edad
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Figura #27 Grafica que muestra la correlacion del polimorfismo en CCR5-59029 vs la edad de los
sujetos. P= 00017, = 0.3591

Por otro lado, determinamos que existia una diferencia significativa en el recobro de
los linfocitos T CD4. Utilizamos la prueba de Mann-Whitney para lo cual obtuvimos que
hay una recuperacion estadisticamente significativa de los CD4 (p= 0.0380) en los
sujetos que presentaron la mutacion 59029G (Figura #28), no observada en los sujetos
con el alelo CCR5-59029A (Fig. #29). Con los otros polimorfismos no se observaron

diferencias estadisticamente significativas.
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Figura #28. Prueba de Mann-Whitney donde se compara el conteo de linfocitos T CD4 antes del
tratamiento y el conteo postenor (promedio) después del tratamiento en sujetos con el polimorfismo
CCRS5-59029G P=0.0380

Figura #29. Prueba de Mann-Whitney, donde se compara el conteo de linfocitos T CD4 antes del
tratamiento y el conteo posterior (promedio) después del tratamiento en sujetos con el polimorfismo
CCR5-58028A P=0.0380
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Carga Viral vs Polimorfismos

Al comparar los valores de carga viral de VIH antes y después del tratamiento con los
polimorfismos del CCR5A32, y CCR2-64! no se observaron diferencias significativas
entre los sujetos con mutaciones y sin ellas utilizando la herramienta estadistica no
paramétricas (Mann-Whitney). Por otro lado, para los polimorfismos CCR5-59029G vy
SDF1-3’'A si se observaron diferencias significativas. En el caso de CCR5-59029G al
presentarse esta mutacién los niveles de carga viral de VIH descendieron
significativamente al recibir tratamiento en comparacién con los valores antes del
tratamiento (p= 0.0009) (Figura #30). Para el alelo normal del CCR5-59029 no se

observé un descenso significativo de |as cargas virales (p= 0.0963) (Figura #31).
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Figura #30 Prueba de Mann-Whitney, donde se COompara la carga viral antes del tratamiento y
despues del tratamiento en sujetos con el polimorfismo CCR5-59029G  P= 0.0009

Inversamente a o observado con el alelo mutante CCR5-59029G, los sujetos que

presentan el alelo normal para SDF1-3'G tienen una disminucion estadisticamente
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significativa de la carga viral del VIH (p= 0.0004) (Figura #33) y, consecuentemente, los
sujetos que poseen un alelo mutado para SDF1-3'A, no presentan esta disminucion

significativa (p= 0.2933) (Figura #32).
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Figura #31 Prueba de Mann-Whitney. donde se compara la carga viral antes del tratamiento y después
de! tratamiento en sujetos con el aielo normal CCR5-58028A. P= 0.0963)
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en sujetos con el polimorfismo SDF1-3 A. P= $.2933.
Figura # 33. Prueba de Mann-Whitney, donde se compara la carga viral antes y después del tratamiento
en sujetos con el alelo normal SDF1-3'G. P= 0.0004.
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Género vs Progresion
Analizamos la relacion de polimorfismo vs género y determinamos que no afecta la
tasa de progresién a SIDA y muerte en sujetos infectados con VIH-1 por transmision

perinatal.

Frecuencia de Polimorfismos en Adultos

Nosotros genotipificamos 223 sujetos adultos con antecedentes de infeccion de VIH-1
sin transmision perinatal. Noventa y seis correspondian al género femenino y 127, al
masculino. A todos se les analizé para los polimorfismos CCR5A32, CCR5-59029G,

CCR2-641, y SDF1-3'A, obteniendo los siguientes resultados:

CCR5A32:- Dos cientos veintitrés muestras fueron genctipificadas para la mutacion
CCR5A32 por PCR-RFLP. Cinco heterocigotos (2.2%) fueron identificados, dando la
frecuencia del alelo CCR5A32 en esta muestra de |la poblacion de 0.0112 (Tabla #11). La
distribucién del genotipo estaba en acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. La tabla

muestra el resultado de frecuencia, y la grafica los porcentajes de cada polimorfismo.

CCR5-59029A/G:- Dos cientos veintitrés muestras fueron gendtipificadas para la
mutacién CCR5-59029A/G por PCR-RFLP. Ciento once (50%) heterocigotos y sesenta y
ocho (30.5%) homocigotos fueron identificados, dando una frecuencia del alelo CCR5-
59029G en esta muestra de la poblacion de 0.5538. La distribucién del genotipo estaba
en acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. . La tabla #12 muestra el resultado de

frecuencia, y la grafica los porcentajes de cada polimorfismo.
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Tabla #11. Frecuencia del Polimorfismo delta 32 del gen CCRS5 en adultos VIH positivos. Se dividié la
pobtacion adulta en hombres (barra azul) y mujeres (barra roja), el total de sujetos es representado
con la barra verde para cada polimorfismo. Ademas en la grafica se muestran los porcentajes de los

polimorfismos en el gen CCRS para la deleccion A32.
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Tabla #12. Frecuencia del Polimorfismo CCR5-59029 en el promotor CCR5 en adultos VIH positivos.

Se dividio la poblacion adulta en hombres (barra azul) y mujeres (barra roja). el total de sujetos es
representado con la barra verde para cada poiimorfismo. Ademas en la grafica se muestran los
porcentajes de [os polimarfismos en |a region del promotor del CCRS posicion 53029,
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CCR2-V641.- Dos cientos veintitrés muestras fueron genotipificadas para la mutacién
CCR2-V64I1 por PCR-RFLP. Setenta y seis (34%) heterocigotos y diez (4%) homocigotos
fueron identificados, dando una frecuencia del alelo CCR2-V64!| en esta muestra de la
poblacion de 0.2152. La distribucion del genotipo estaba en acuerdo con el equilibrio de
Hardy-Weinberg. . La tabla # 13 muestra el resultado de frecuencia, y la grafica los

porcentajes de cada polimorfismo.

SDF1-3'G/A:- Entre los 223 sujetos de estudio genotipificados para la mutacién SDF 1-
3'A, 53 (23.8%) heterocigotos fueron identificados, dando una frecuencia del alelo SDF1-
3'A en esta muestra de la poblaciéon de 0.141. La distribucion de los genotipos esta en
acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. La tabla #14 muestra el resultado de

frecuencia, y la grafica los porcentajes de cada polimorfismo en adultos.

Tabla #13. Frecuencia del Polimorfismo CCR2-641 en adultos VIH positivos. Se dividid la poblacion
adulta en hombres (barra azul) y mujeres (barra roja). el total de sujetos es representado con la barra
verde para cada polimorfismo. Ademas, en la grafica se muestran los porcentajes de los polimorfismos
en el gen CCR2.
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Tabla #14. Frecuencia del Polimorfismo SDF1 en adultos VIH positivos Se dividio la poblacion adulta

en hombres (barra azul) y mujeres (barra roja), el total de sujetos es representado con la barra verde

para cada polimorfismo. Ademas. en la grafica se muestran los porcentajes de los polimorfismos en el

gen SDF1
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I. DISCUSION

Existen en la actualidad gran numero de estudios que investigan los efectos de los
factores genéticos del hospedero, al igual que los centrados en la genética del VIH, y
estos sugieren que estos dos factores son importantes determinantes de la progresién de
la enfermedad del VIH-1 en adultos, adolescentes y en nifios (35, 71, 88). Este estudio es
el primero que se desarrolla con estas caracteristicas en Panama y Centroamérica.
Ademas, los factores genéticos del virus y del hospedero tienen un efecto en la
transmision si ésta ocurre por contacto via sexual o transmision vertical de una madre a

su hijo (2, 79, 88).

A continuacion examinaremos las frecuencias alélicas en los genes CCR5, CCR2,
SDF1 y en la regién del promotor CCR5 en la posicion 59029, tanto de los sujetos
nacidos de madres VIH-1 positivas y los adultos infectados con VIH-1 y discutiremos si
los factores genéticos en los polimorfismos de quimiocinas y los receptores de
quimiocinas han ejercido algin efecto sobre los sujetos que desde su nacimiento han

sido infectados con VIH-1.

CCR5A32

Encontramos la presencia de la mutacion CCR5A32 en dos de los sujetos nacidos con
VIH-1 y en 5 adultos que adquirieron la infeccion del VIH después, en forma heterocigota.
Estos resultados concuerdan con los presentados en ofras investigaciones, que
especifican que el alelo A32 estad presente principalmente en poblacion caucasica del
Norte de Europa (40, 41, 42, 43, 44, 45). Este hecho probablemente se debe a la
dispersion del alelo desde Islandia, Reino Unido y Bretafa (region de Francia) por las

incursiones de los Vikingos en estas zonas (48) y el nivel de endogamia que se presento

100



después de la diseminacion del alelo, por ejemplo: los Askenazi (13% frecuencia A32)
(45, 48). Por otra parte, el alelo A32 ha estado ausente en pobladores de China, Japén,
Korea, Venezuela, Arabia Saudita, y entre algunas poblaciones de indios americanos
(Pluebo Cheyenne, y Pima). Tampoco esta presente en poblaciones negras del Oeste de
Africa, por mencionar algunos ejemplos (42, 44, 45). Este fenémeno es debido a que el
alelo no fue dispersado por inmigraciones importantes, y estudios poblacionales han
demostrado que el alelo va diluyéndose a medida que descendemos al sur (45). Sin
embargo, nuestra poblacidbn es una mezcla de razas, en donde los componentes
genéticos europeo e indigena estan presentes en una proporciéon importante de nuestra
herencia (comunicacion personal del Dr. Juan M. Pascale), hecho que explica la
presencia diluida del alelo CCR5A32 presentandose en sélo 2.7% de los sujetos nacidos
con VIH-1y 2% en adultos infectados con VIH-1. La frecuencia de esta mutacién en
Panama, es similar a la obtenida en estudios hechos en voluntarios de bancos de sangre
del territorio nacional donde se observé la mutaciéon en un 3.1% (92) de los encuestados.

Al hacer los analisis de sobrevida en los sujetos nacidos con VIH-1 a través de las
curvas de Kaplan-Meier, no se observd que la presencia de la mutacién en forma
heterocigota brindara una ventaja a estos individuos. Sin embargo, los dos sujetos
presentan conteos de linfocitos T CD4 por arriba de 800 célulasfmm®. Ambos sujetos
presentan cargas virales menores a 2,000 copias/ml. En estudios previos realizados en
personas VIH positivos, los individuos heterocigotos reducen la capacidad de replicacién
del VIH-1 (4 — 10 veces menos produccién de virus) y por ende reducen su progresién a
SIDA. Esto esta asociado a una disminucion de los niveles de expresién del receptor en
la membrana de macréfagos o linfocitos T (43, 46, 47, 49). Probablemente el tamafo
reducido de la muestra y la baja frecuencia del polimorfismo no permitieron mostrar una

asociacion significativa entre el genotipo y la infeccién. La mutaciéon A32 ha sido
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asociada en algunos estudios con un riesgo reducido a asma, cursos menos severos de
artritis reumatoide e inicio mas tardios de esclerosis multiple (65). Mientras se pensaba
que la ausencia funcional del CCRS5 era inocua, otros hallazgos recientes indican un
papel protector del alelo tipo salvaje del CCR5 en el control de la neuropatogenicidad del
virus del Nilo Occidental (64). Y por lo antes expuesto, es importante seguir buscando
asociaciones favorables y desfavorables en relacién a la mutacién A32 debido a que en
la actualidad se utilizan bloqueadores del receptor CCR5 como tratamiento antirretroviral
para disminuir los niveles de RNA del VIH en plasma de aquellos pacientes que no tienen
opciones terapéuticas debido a resistencia a los esquemas de tratamiento propuestos.

En concordancia con otros estudios, portar la mutacién A32 en forma heterocigota, no
previno la infeccion del VIH-1 en nifios al momento del parto (49, 50, 93), pero como lo
muestra nuestro estudio los dos nifios infectados presentaron cargas virales bajas y
conteo de linfocitos T CD4 mayores de 800 células/mm°. Estudios han demostrado que in
vitro |a eficiencia de entrar del VIH-1 y su replicacién esta disminuida en las células T
CD4 de pacientes heterocigotos a la delecién delta 32 del CCR5 (43, 93). Nuestros
resultados respaldan el efecto in vivo de la expresion reducida del correceptor CCRS viral

sobre la replicacién en niflos (93).

CCR2-vé64l

En nuestra poblacién infectada de VIH-1 via perinatal, encontramos un 33.8% de
heterocigotos y 9.4% de homocigotos para el alelo mutado CCR2-64l; y en los adultos de
34% en los heterocigotos y 4% en los homocigotos a CCR2-641. La frecuencia alélica de
esta mutaciéon entre nuestros sujetos de estudio fue de 0.2636 en nifios y 0.2152 en
adultos. Estas frecuencias alélicas son similares a la observada en poblacién asiatica

(0.250) y mayor a la observada en caucasicos, africanos e hispanos (0.098, 0.150, y
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0.172; respectivamente) (46). Estudios hechos en poblacién amerindia de Brazil,
encontraron frecuencias alélicas para CCR2-64| fueron 0.26 en la tribu Tiriyé y 0.30 en la
tribu Waiampi, estas dos tribus habitan regiones aisladas al Norte de esten pais (95),
esto explica nuestra frecuencia alélica debido a nuestra herencia amerindia en todos los
panamefos (comunicacion personal Dr. Juan Miguel Pascale). Como esta mutacién se
presenta en todos los grupos étnicos sin distincion, se ha sugerido que la mutacién
CCR2-64] tiene mucho mayor tiempo de estar en la evolucién humana que la mutacién
A32 del CCRS (46, 82).

En el caso de los sujetos con infeccidén VIH-1 perinatal, no se observd un efecto sobre
la progresion de la enfermedad. No se observaron diferencias significativas cuando se
analizaron por separado las curvas de progresién a muerte para sujetos sin la mutacién
CCR2-64! y con la mutacion CCR2-641 en uno o en los dos alelos. Los efectos de la
mutacion CCR2-64| sobre la progresion de la enfermedad a SIDA son muy discordantes.
En un estudio en niflos infectados por VIH-1 por via perinatal, encontraron que la
mutacién CCR2-64| retardé la progresién a SIDA y muerte, y ademas, encontraron que
tiene un efecto protector al evitar la transmision vertical del VIH-1 (50). Otra cohorte
realizada en nifos infectados con VIH-1 por transmisién vertical, no mostré ningun efecto
en la progresion de la enfermedad. Cohortes en adultos mostraron que la mutacién
CCR2-641 no ejerce ninguna influencia sobre la incidencia de la infeccién del VIH-1, sin
embargo los individuos infectados con VIH-1 que poseen el alelo CCR2-64| progresan a
SIDA en 2 a 4 aflos mas tarde que los individuos homocigotos para el alelo comun (46).
El hecho de que el CCR2 es un correceptor esporadico para cepas de VIH-1 con
tropismo M y que la mutante CCR2-64| no parece afectar la expresién de CCR2, no
aporta elementos de juicio para entender el efecto protector observado en ciertos

estudios (46). Otros seftalan que el efecto protector del mutante CCR2-64| es indirecto.
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Como el gen que codifica CCR2 esta localizado cerca del gen CCR5 en el cromosoma 3,
en dos estudios encontraron la mutacién CCR2-64| en fuerte desequilibrio de unién con
polimorfismos localizados en la regiéon 5 que flanquea el gen CCR5 (52, 53).
Experimentos preliminares, encontraron que la presencia de CCR2-641 no afecta
significativamente el nivel de expresiéon de CCR5 sobre la superficie de las células T CD4
in vitro (583); sin embargo otros estudios indican que la proteina CCR2-64| pueden
preferencialmente dimerizarse con polipeptidos CXCR4 (el receptor del VIH que
reemplaza al CCR5 como un receptor de entrada en las etapas tardias), mientras que los

peptidos tipos salvajes no lo hacen (96, 97).

SDF1-3’'A

Las frecuencias alélicas esperadas para la mutacion SDF1-3'A en nifios infectados
con VIH-1, fue 0.181 para caucasicos, 0.1 en afro-americanos, y 0.167 en hispanos (54).
Cinco cohortes de pacientes adultos VIH positivos determinaron la frecuencia alélica de
la mutacién SDF1-3’'A en diferentes grupos raciales; 0.211 en caucdasicos, 0.160 en
hispanos, 0.057 en afro-americanos, y 0.257 en asiaticos (23). Para Panama, la
frecuencia alélicas de la mutacion SDF1-3'A fue de 0.1622 en nifios y 0.1412 en adultos,
demostrando estrecha correlacion con los datos esperados en la poblacion hispana. En
general, se han encontrado frecuencias variables en la poblacién mundial, detectandose
las frecuencias mas elevadas en poblaciones asidticas (25 — 35%) y particularmente en
Oceania (50 — 70%) (48, 55). Al igual que con CCR264I, el origen de SDF1-3'A puede
ser mucho mas antiguo, y probablemente pasé antes de que las migraciones humanas
modernas salieran de Africa, lo cual es se refleja por sus patrones de distribucién ubicuos

en la poblacion mundial (82).
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Como lo expresamos anteriormente, la mutaciéon SDF1-3'A, no mostré diferencias
significativas para evitar la progresién a muerte (p> 0.8122) cuando se analiz6 el grupo
como un todo. No obstante, se observé una tendencia de los sujetos que presentan el
alelo SDF1-3'A a progresar ligeramente mas lento a SIDA con respecto a los que
presentan el alelo no mutado. Esta tendencia se remarcé al dividir la muestra de estudio
por edades, y en el grupo de edad mayor de 5 afios y menor de 13 aflos se observé un
factor de proteccién de 60.0% en los que expresaron en uno de sus alelos la mutacién
SDF1-3'A. Lo caracteristico de este grupo es que tienen mas de 5 afios de estar
infectados con VIH-1, y probablemente la cepa del VIH-1 cambié su tropismo hacia el
CXCR4 (X4), hecho que puede disminuir la entrada del VIH-1 a las células que expresan
CXCR4. Los sujetos que presentaban la mutacion SDF1-3'A presentaban disminucion
significativa de los niveles de CD4 (p= 0.0406), pero a la vez se observé una disminucién
drastica de la carga viral del VIH después de recibir tratamiento (p= 0.00'04).Un meta-
analisis de cinco cohortes muestran una asociacién significativa de la mutacion SDF1-3'A
a evitar la progresiéon a SIDA (23). La mutacién ocurre en la regién 3’ no traducida del
gen transcrito B que codifica el ligando de quimiocina SDF1. Los homocigotos para la
mutacién SDF1-3'A muestran un nivel de proteccién notable contra SIDA, sustentando la
hipétesis que la variante de SDF1-3'A restringe la emergencia de las cepas VIH-1 X4
debido a una sobreproduccion del ligando SDF1, el cual se une y bloquea los receptores
CXCRA4 requeridos por el VIH-1 X4 para invadir la célula y multiplicarse (23, 57). El efecto
protector de la mutacién SDF1-3'A es recesiva, lo que quiere decir que sélo es observado
en homocigotos y ninguna diferencia es aparente entre homocigotos tipo salvaje y
heterocigotos (59). Por otra parte, hay otros estudios que reportan una progresion
acelerada a SIDA con esta mutacién (48). Una cohorte con nifios expuestos

perinatalimente con VIH-1 no encontraron ninguna asociacion de SDF1-3'A con
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transmision vertical, y en los niflos VIH positivos perinatalmente ninguna relacion con el
curso clinico de la infeccién (50). En otro estudio pediatrico, la presencia de la mutante
SDF1-3'A puede influenciar desfavorablemente la patogénesis del SIDA pediatrico bajo
ciertas circunstancias, aumentando la carga viral; y sugieren que anula el efecto protector
del CCR5A32 (54). Hay estudios que han encontrado que este ligando del CXCR4 ejerce
un efecto extra y opuesto en infecciéon con virus ViH-1 X4 y R5 por mejoramiento de la
actividad transcripcional de los LTR del VIH mediada por Tat (58). Luego, el efecto del
SDF1 sobre el ciclo de vida del VIH-1 puede ser multiple y opuesto, incluyendo una
inhibicién de la entrada viral y una estimulacion de la expresién del gen proviral (58).
Dentro de la busqueda bibliografica realizada hasta ahora, no hemos encontrado ninguna
asociacion con retardo de la progresion a SIDA o muerte en los sujetos que poseen la
mutacion SDF1-3'A en forma heterocigota, sin embargo, nosotros hemos encontrado la
primera asociacion de retardo de la progresion a muerte en sujetos de 6 a 12 afios que
poseen solo un alelo para la mutacion 3'A infectados perinatalmente y una disminucién
de la carga viral rapida. No conocemos por el momento, el proceso desencadenado por
el alelo SDF1-3'A en estos pacientes, cuyo efecto es protector y provoca un retardo de la
progresiéon a muerte. Mas estudios son necesarios para aclarar la influencia de esta

mutacién en la progresion de la enfermedad en el VIH-1.

CCR5-59029G

Por ultimo, encontramos una frecuencia alélica de 0.3514 en niflos infectados con
VIH-1 por via perinatal y 0.56538 en adultos VIH positivos, siendo la frecuencia mas alta
encontrada, de los cuatro polimorfismos del estudio. Esto refuerza los hallazgos donde
mencionan a la mutacion CCR5-59029G como la mas comunmente encontrada a la

fecha y sin distincion de raza como en el caso de la mutacion A32 (37). A diferencia de
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las mutaciones en CCR2-641 y CCR5A32, éstas son lo suficientemente altas para
discernir los efectos de CCR5-59029G sobre la tasa de progresion a SIDA o muerte.

El efecto protector de la mutacion CCR5-59029G en nuestro estudio fue
independiente de CCR5A32, CCR2-641 y SDF1-3'A. Las curvas de sobrevida mostraron
una clara significancia en los sujetos que presentaban los dos alelos con la mutacién
CCRS5-59029G ya que disminuia estadisticamente significativa la progresion a muerte. Al
hacer los andlisis de regresién de Cox obtuvimos que presentar este aleio en doble dosis,
le confiere al individuo que lo posea 70.0% de proteccién a la progresion a muerte.
Ademas en los sujetos que presentan la mutacién 59029G, se observé un recobro
significativo de los linfocitos T CD4 (p= 0.0380), y disminucion igualmente significativas
de la carga viral (p=0.0009) después del tratamiento. Algunos investigadores sugieren
que el mecanismo de accién del polimorfismo del promotor es una regulacién diferencial
de la transcripcion del gen CCR5-1. Si el efecto es mediado directamente por un factor
cis-actuante, o indirectamente, por unién a otro sitio polimérfico, no se conoce aun (37).
Un sistema de expresioén gen reportero mostré actividad transcripcional reducida para la
region del promotor codificando la sustitucion CCR5-59029G, y asociandose la presencia
de este alelo con expresion disminuida de CCR5 sobre la membrana de los leucocitos
polimorfonucleares (48).

La mutacion 59029G en el promotor del CCRS5 representa el genotipo mas importante
identificado y que determina el riesgo para la progresion de la enfermedad en sujetos con
el gen CCRS5 tipo salvaje hasta ahora hallado en la poblacidn infectada por via perinatal
en nuestro pais. Ademas, si comparamos la frecuencia del SDF1-3'A en nuestra
poblacion (0.1622 y 0.1412, en niflos y adultos respectivamente) con la mutacion 59029G

del promotor del CCR5 (0.3514 y 0.5538, en nifios y adultos respectivamente) el impacto
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general sobre la progresion de la enfermedad en nifos es mayor en el promotor del
CCRS.

La ventaja de nuestro estudio de cohorte retrospectivo de sujetos infectados
perinatalmente es que |los datos del tiempo de ocurrencia de la infeccidn inicial son
conocidos en todos los casos. Ademas, estos sujetos tienen una fuente de infeccidn
Unica, asi evitamos posiblemente diferencias en la evolucién de la enfermedad debido a
infecciones repetitivas con subtipos diferentes y formas recombinantes del VIH.

Las decisiones terapéuticas para ninos infectados son dificiles de calcular. Los
factores genéticos relacionados a la progresién de la enfermedad pueden permitir una
evolucién clinica de la infeccion en nifios VIH positivos y a su vez contribuir a mejores

resolucion terapéuticas.
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CONCLUSIONES

1. Este es el primer estudio en la regién Centroamericana de los factores genéticos,
de la poblacién infectada con VIH-1 por via perinatal, que correlaciona los
factores genéticos del hospedero con la progresion de infeccion del VIH a SIDA o

muerte.

2. La frecuencia de las mutaciones en CCR5, CCR2, SDF1 en la poblacién
panamena infectada con el VIH-1 es similar a las descritas en la poblacion

hispana infectada con este virus.

3. Poseer el polimorfismo CCR5-59029G retarda la progresion a muerte en los
sujetos nacidos con VIH-1. Ademas, es la mutacién que presenta la frecuencia

mas alta en la poblacién panameiia.

4. Los sujetos infectados por via perinatal con VIH-1 que poseen la mutacion
59029G recobran los niveles de linfocitos T CD4 y disminuyen la carga viral de

VIH de manera significativa después de recibir tratamiento antirretroviral.

5. Los sujetos entre 6 y 12 anos con la mutacién SDF1-3’A presentaron una mayor
sobrevida, sin embargo, esta no estuvo asociado a un aumento en los linfocitos T
CD4 post TARV.

6. Pacientes con la mutacién SDF1-3'A en uno de sus alelos presentaron una
disminucién significativa de la carga viral del VIH después de recibir tratamiento.
Podemos sefialar que presentar este alelo es asociado a un retardo en la
progresion de la enfermedad.

7. No hubo relacién significativa entre la presencia de mutaciones en CCR2-64| y

CCR5A32 con la progresién a muerte de los sujetos estudiados.
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RECOMENDACIONES

1. Recomendamos que futuros estudios en este campo sean prospectivos para
incluir todas las variables necesarias que permitan tener informacién completa

para los analisis estadisticos.

2. Profundizar los estudios en el cromosoma 3, en la region responsable de la
expresion de los correceptores del CCR2 y CCRS, para conocer los haplotipos
mas frecuentes en nuestra poblacion y como éstos afectan la progresion a

SIDA/muerte en los pacientes infectados con VIH-1 en Panama.

3. Realizar mediciones de los niveles plasmaticos del ligando SDF1 en los sujetos
del estudio y se determine si los niveles plasmaticos de SDF1 son afectados en

alguna medida por la presencia e la mutacion SDF1-3'A
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ANEXO N° 1

SISTEMA DE CLASIFICACION CDC PARA INFECCION DEL VIH EN NINOS

MENORES DE 13 ANOS DE EDAD (REVIADO 1994)

Definicion de Categoria Inmunolégica:- Basado en el conteo o porcentaje de linfocitos T
CD4, determinamos la categoria inmunolégica.

EDAD DEL NINO
CATEGORIA
INMUNOLOGICA < 12 meses 1- 5 anos 6 - 12 anlos

ul (%) ul (%) wl (%)
1: Sin evidencia de
suprasion 21,500 225 21,000 225 2500 225
2. Evidencia de| ;50 4499 15.24 | 500999 1524 . 200499  15-24
supresion moderada
3 Severa supresion <750 <15 <500 <15 < 200 <15

Si el conteo de CD4 y el porcentaje de CD4 indican diferente categoria de clasificacion, el
nifo debe ser evaluado en |la categoria mas severa,

Infeccion Pediatrica de Infeccion por VIH:- Usando las definiciones de categoria clinica se

determinaron.

CATEGORIAS
INMUNOLOGICAS

N: No

signos/sintomas

CATEGORIAS CLINICAS

A Leves
signos/sintomas

B: Moderado
signos/sintormas

C: Severos
signos/sintornas

Sin evidencia de

- N1 A1 B1 C1
supresion
2: Evidencia de N2 A2 B2 C2
supresion moderada
3: Severa supresion N3 A3 B3 C3
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ANEXO N°2

SISTEMA DE CLASIFICACION CDC PARA INFECCION DEL VIH EN ADULTOS

(REVISADO 1993)

Definicion de Categoria Inmunoldgica:- Basado en el conteo o porcentaje de linfocitos T

CD4, determinamos la categoria inmunoldgica.

, CATEGORIA CLINICA
CATEGORIA | i
INMUNOLOGICA A B c
Asintomatico Sintomético SIDA
>500 cél/mm?® (229%) A1 B1 C1
200-499 cél/imm? (14-28%) A2 B2 C2

<200 cél/mm? (<14%) A3 B3 C3
(NOTA:- El sombreado gris indica la definicion de SIDA-CD4 <200 cél/mm’ o <14% o
categoria C)

DEFINICION DE CASO SEGUN CDC 1993

CATEGORIA A Infeccion del VIH asintomatico

(VIH asintomético)

Linfoadenopatia generalizada persistente (PGL)
Infeccién de VIH aguda con acomparnamiento de enfermedad

CATEGORIA B
(VIH sintomatico)

Angiomatosis bacilar
Candidiasis orofaringea,
vulvovaginal

Displasia cervical
Leucoplasia vellosa

Herpes zoster

Purpura trombocitopénica
idiopatica

Listeriosis

Enfermedad inflamatoria
pélvica

Neuropatia periferal

CATEGORIA C
(SIDA)

Candidiasis de bronquios,
traquea o pulmones
Candidiasis esoféagica
Cancer cervical, invasivo
Coccidioidomicosis
diseminada o extrapulmonar
Criptoporidiosis crénica
Enfermedad por CMV o
retinitis

Encefalopatia relacionada con
VIH

Virus herpes simplex

| Histoplasmosis diseminada o
| extrapulmonar

|

Demensia asociada a VIH
Sarcoma de Kaposi
Neumonia linfoidea
interstisial

Tuberculosis

Nocardiosis

Septicemia por Salmonella
Neumonia recurrente
Neumonia por
Pneumocystis cannii
Toxoplasmosis de 6rganos
internos

Sindrome de desgaste
debido a VIH
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 ANEXON°3 ,
APROBACION DEL COMITE DE BIOETICA

INSTITUTO CONMEMORATIVO GORGAS DE ESTUDIOS DE LA SALUD
COMITE NACLONAL DE BIOETICA DE LA INVESTIGACION
Panamsé, Repiblica de Panamé

No. 921/CNBI/ICGES/2005
30 de noviembre de 2005

Licenciada
DALIS MOJICA
tnvestigadora Principal

Estimada Lic. Mojica.

El Comité Nacional de Bioética de la Investigacion del ICGES. recibi6 el 18 de octubre
de 200% y en su sesién dei 29 de noviembre de 2005, aprobo el Protocolo Valor
prondstico de la Neopterina en el progreso de la infeccidn por VIH y su
correlacion con otros marcadores utilizados actualmente en la evaluacion de
activaclon inmune en pacientes HIV positivos en Panama, para ser realizado en la
Republica de Panama en voluntarios.

Me despido con la seguridad de mi mas alta consideracién y respeto.

N f«‘r-g 4‘_)]-2,&, "“A

DRA. RUTH GRACIELA DE LEON
Presidenta del Comité Nacionai de
Bioética de la Investigacion

Copia: Dr. Jorge Motta, Director General det ICGES

jessca

“LIDERES DE LA INVESTIGACION, COMPROMETIDOS CON LA SOLUCION DE LOS PROBLEMAS DE LA SALUD"

A — et -
Ave. Justo Arosemena y Calie 35 « Tel.: (507) 227-4111 Fac {507) 2254566 « Apartado Poswal N' 0816 02593 Panamé. Republca de Penamé
e-mal orgas@@oorgas.geb.ca
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