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RESUMEN

El VIH es un retrovirus que lleva cuatro décadas de pandemia a nivel mundial. Su
estructura flanqueada por las Repeticiones de Terminal Larga (RTL) poseen elementos
genéticos que contienen importantes sitios de unién para los factores de transcripcion
(SFT). Estas regiones estan encargadas de regular, modular e iniciar la transcripcién por
medio de factores de transcripcion (FT). El objetivo de este estudio es determinar si la
capacidad de anclaje de los FT a los sitios de unién depende de la diversidad genética en
esa region. Para ello, se seleccionaron dos conjuntos de bases de datos del subtipo B
pertenecientes a secuencias panamefas y de la base de datos super filtrada del
Laboratorio de los Alamos. Luego, se realizé un analisis filogenético con métodos de
Neighboor Joining y Bootstrap para subtipificar las secuencias de la base de datos de
Panama a través de MEGA7. Con un total de 55 secuencias por base de datos se
identificaron los sitios de unién de la RTL 3’ de los 5 factores de transcripcion, con el
programa bioinformatico LASAGNA-Search. Una vez identificados los SFT, se determin6 la
diversidad genética de las regiones RTL 3’ con un analisis de polimorfismo nucleotidico
caracteristico (PNC) en VESPA, y con la herramienta HIGHLIGHTER del Laboratorio de los
Alamos se identificaron las transversiones y transiciones en los PNC. Luego, se predijo la
capacidad de anclaje de los FT con un anadlisis de enriquecimiento en el programa CiiiDER.
Se analizaron los resultados de las transversiones y transiciones en los PNC de los SFT con
respecto al valor y significancia de la capacidad de anclaje de los FT estudiados (GATAS3,

SP1, USF1, NFKB1, NFATC2). Se demostré una correlacién entre la cantidad de PNC y la
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capacidad de anclaje del FT al sitio de unién en la secuencia del VIH-1. Se comprob6 que la

presencia de polimorfismos en los SFT afecta la capacidad de anclaje de los FT.
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ABSTRACT

HIV is a retrovirus that has been a global pandemic for 4 decades. Its structure flanked
by the Long Terminal Regions (RTL) possesses genetic elements that contain important
binding sites for transcription factors (SFT). These regions oversee regulating, modulating
and initiating transcription through transcription factors (FT). The objective of this study
is to determine if the ability of TFs to anchor to binding sites depends on their genetic
diversity in that region. For this, two sets of databases of subtype B belonging to
Panamanian sequences and the super-filtered database of the Los Alamos Laboratory
were selected. Then, a phylogenetic analysis was performed with Neighbor Joining and
Bootstrap methods to subtype the sequences from the Panama database through MEGA?7.
With a total of 55 sequences per database, the 3' LTR binding sites of the 5 transcription
factors were identified with the LASAGNA-Search bioinformatics program. Once the SFT
were identified, the genetic diversity of the 3" RTL regions was determined with a
nucleotide frequency analysis (PNC) in VESPA, and with the HIGHLIGHTER tool from the
Los Alamos Laboratory, the transversions and transitions in the SNPs were identified.
Then, the anchoring capacity of the TFs was predicted with an enrichment analysis in the
CiiiDER program. The results of the transversions and transitions in the SNPs of the SFT
were analyzed with respect to the value and significance of the anchoring capacity of the
TFs studied (GATA3, SP1, USF1, NFKB1, NFATC2). A relationship was demonstrated
between the number of SNPs with transversions or transitions and the ability of the FT to
anchor to the binding site in the HIV-1 sequence. It was verified that the presence of

polymorphisms in the SFT affects the anchoring capacity of the TFs.
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INTRODUCCION

El virus de la inmunodeficiencia humana es responsable 41 afios de pandemia a nivel
mundial (Delatorre & Bello, 2013). Su alta diversidad ha representado un reto para muchas
generaciones de investigadores en todo el mundo. El VIH-1 grupo M es el responsable de la
mayoria de las infecciones y ha sido clasificado en los subtipos A-D, F-H, ] y K. La distribucion
de este retrovirus depende de varios factores como la prevalencia, la mortalidad global, los
factores socioeconémicos, el acceso a tratamiento antirretroviral y el aumento de
recombinacion en los diferentes subtipos entre otros. Este virus, es uno de los patégenos
mas diversos genéticamente debido a su alta tasa de mutacién, recombinacidn, y replicacion.
El rapido proceso evolutivo de este patégeno dio como resultado muchos subtipos que estan
distribuidos heterogéneamente a nivel mundial. El subtipo A predomina en el este de Africa,
Rusia y la Comunidad de Estados Independientes; el subtipo B predominan el continente de
América y Oceania; subtipo C el sur de Africa e India; CRFO1_AE prevalece en Asia y
CRF02_AG en el Oeste de Africa. El aumento en la recombinacién viral en las cepas de VIH
por medio de la coinfeccion y super-infeccion se ha hecho mas frecuente, lo que exige una

continua vigilancia y seguimiento de la diversidad viral de este patogeno.

El estudio de la diversidad de los SFT (Sitios de Union del Factor de Transcripcion) en las
RTL es el primer paso para hacer estudios que estén dirigidos al mecanismo de activacion
viral del provirus por medio de los sitios de unién de las RTL (Rausch & Le Grice, 2020). Este
trabajo de graduacidn tiene como objetivo determinar la diversidad genética de los factores

de transcripcién de las RTL del VIH-1 que circula en Panama del afio 2011 al 2018 por medio
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de un grupo de secuencias del grupo de investigacion del VIH del Instituto Conmemorativo

Gorgas de Estudios de la Salud.

Se intificaron los sitios de unién de los factores de transcripcion a través del programa
LASAGNA-Search y se determiné la diversidad genética de los sitios de unién por medio de
analisis de frecuencia nucleotidica «Signature Sequence Analysis» en VESPA. Con el
programa CiiiDER se determino si los polimorfismos de estos sitios afectan el anclaje con los
factores de trascripcién. En este trabajo de graduacién se estudi6é a nivel in-silico si la
capacidad de anclaje de los factores de transcripcién a los sitios de unién depende de su

variabilidad genética en esa region.
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JUSTIFICACION

El VIH-1 es un retrovirus responsable de la muerte de 30 millones de seres humanos en
las dltimas 4 décadas de pandemia, y continia siendo una preocupacion de alta relevancia
para la salud publica (McLaren & Fellay, 2021). Multiples transmisiones zoonoticas de la
cepa SIV a humanos ha permitido el desarrollo de distintas variantes o grupos de VIH (Smyth,
Davenport, & Mak, 2012). Las altas tasas de mutacién y recombinacién durante la
transcripcion inversa del VIH crean una diversidad genética entre y dentro de los individuos
afectados (Berg et al,, 2016). El estudio y monitoreo de la diversidad genética del VIH ayuda
a entender el desarrollo y aparicion de nuevos subtipos y la presencia de nuevas variantes

en una ubicacién geografica determinada (Hemelaar, 2012).

Las Repeticiones terminales largas (RTL) poseen elementos genéticos que contienen
importantes sitios de union para los factores de transcripcion (Ramirez de Arellano, Soriano,
& Holguin, 2005). La RTL son pares de secuencias idénticas de ADN en ambos extremos del
genoma (5’ y 3’), que se encargan de promover y modular la transcripcion proviral por medio
de sus diferentes complementos genéticos (Ramirez de Arellano et al., 2005). La variabilidad
genética de las RTL del VIH-1 provocan alteraciones funcionales en los sitios de union del
factor de transcripcidn, lo que da como resultado una actividad promotora alterada (Burdo
et al, 2004). Incluso, los cambios especificos en las RTL anulan la unién de factores de
transcripcion afines a su sitio de union correspondiente y estan relacionadas con las etapas
graves de la enfermedad provocada por el VIH-1 (Nonnemacher, Irish, Liu, Mauger, &
Wigdahl, 2004). A través de la identificacidon de los elementos genéticos ya mapeados en la

secuencia consenso HXB2 (GenBank K03455.1) y por medio de programas bioinformaticos
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como LASAGNA-Search se puede identificar elementos genéticos en la regién 3’ como: NF-
kB1, USF1, NFATC2, SP1 y GATA3 (Gémez-Roman & Soler-Claudin, 2000; Jeeninga et al.,
2000). Los polimorfismos que ocurren en la RTL influyen en la patogenicidad y transmision
del VIH-1 (Singh et al., 2021). Una mayor comprension de las RTL del VIH-1 permitira
elucidar la diversidad de estas secuencias nucleotidicas y aportara al desarrollo de estudios

moleculares futuros sobre el VIH-1 (Maina, Adan, Mureithi, Muriuki, & Lwembe, 2021).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la variacién a nivel de secuencia de los sitios de unién de los factores de

transcripcion de la RTL del grupo M del VIH-1 de secuencias publicadas en base de datos y

virus circulantes en Panama.

Objetivos especificos

v

Identificar a que subtipos del VIH pertenece la matriz Panama.

Determinar la diversidad genética de los sitios de uniéon de los factores de

transcripcion de la RTL del VIH-1.

Predecir la capacidad de anclaje a los factores de transcripcién a los sitios de unién.

Comparar la diversidad genética de los sitos de union de secuencias publicadas en

bases de datos con las secuencias obtenidas de virus circulantes en Panama.

18



CAPITULOI:

ANTECEDENTES
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1.1. Descubrimiento del VIH

El origen de la enfermedad provocada por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
se remonta a inicios del aflo 1920 y se cree que se propagé desde Camerun del Sur hacia la
region de Kinshasa, conocida actualmente como la Republica Democratica del Congo (Berg
et al, 2016). Desde el reconocimiento del VIH como causante del Sindrome de la
inmunodeficiencia humana (SIDA) en 1984, 60 millones de personas han sido infectadas y

de ellas 30 millones han muerto (Hemelaar, 2012).

En el afio 1981 se reportaron los primeros casos de SIDA en cinco hombres homosexuales
previamente sanos, infectados por Pneumocystis jirovecii (PCP), un hongo oportunista que
infecta a individuos gravemente inmunosuprimidos (Gallo & Montagnier, 2003; Rodriguez,
2017). Hasta la fecha, no se comprendia la causa probable del sindrome, sin embargo, se
sospechaba de retrovirus que infectan humanos como el Virus linfotré6pico humano de
células T y el VIH. La identificacidn de la causa del SIDA fue un desafio y no fue hasta el afio
1894 que se produjo evidencia fundamentada de que existia una asociacion entre la infeccién

por el VIH y el SIDA (Agarwal-Jans).

Curiosamente, previo al descubrimiento del VIH, a finales del 1970, la poblacion citadina
consideraba que las enfermedades causadas por los microbios (bacterias, hongos y virus) no
afectaban areas altamente urbanizadas e industrializadas y no se conocia hasta la fecha un
retrovirus capaz de infectar a humanos (White et al., 2012). Sin embargo, 15 afios de estudios
basicos en retroviruses leucemogénicos en animales llevaron al descubrimiento del HTLV,

primer retrovirus descubierto que infectaba humanos (Gallo & Montagnier, 2003). Tal
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hallazgo fue de utilidad para el descubrimiento de la cepa del VIH al sentar las bases de

estudios de retroviruses en humanos.

1.2.Origen y evolucion

Analisis filogenéticos han permitido identificar que el VIH se originé de procesos
zoondticos, su transmisidn inicié por medio del virus de la inmunodeficiencia en simios (VIS)
desde primates no-humanos a humanos en el oeste de Africa Central (Hahn, Shaw, De, Cock,
& Sharp, 2000). EI VIH-1, causante de la actual pandemia, se deriva de la variante VIScpz que
es el VIS encontrado en el chimpancé Pan troglodytes troglodytes (Smyth et al., 2012);
mientras que, el pariente mas cercano es el VIH-2 y se deriva del virus VISsm proveniente de
monos verdes (Cercocebus torquatus atys) (Velasco-de-Castro et al., 2014). Por ende, el VIH-
1 no se agrupa con el VIH-2, ya que ambas secuencias son parcialmente homologas (Sharp &

Hahn, 2011).

1.3. Clasificacion filogenética

1.3.1. Grupos y subtipos del VIH-1

Actualmente la clasificacion filogenética identifica al VIH-1 en cuatro grupos: M
(mayor), O (valor atipico), N (no M, no O) y P (Berg et al,, 2016). El VIH-1 grupo M se divide
en nueve subtipos (A a F, H, ] y K) (Liu et al, 2012). Un analisis a gran escala de 2996

secuencias genomicas de longitud completa revelé que las diversidades de nucleétidos
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promedio es 37.5% entre grupos, 14.7% entre subtipos y 8.2% dentro de los subtipos (Berg

etal.,, 2016).

1.3.2. Formas circulantes recombinantes y Unicas

La diversidad genética, la coinfeccion y superinfecciéon permitieron el desarrollo de
“formas recombinantes circulantes” (CRF, segun sus siglas en inglés), estas aportan un
mayor grado de complejidad a la diversidad del virus y representan casi el 20% de las
infecciones de todo el mundo (Hemelaar, 2012). La combinacién de diversos factores como
el rapido crecimiento de la poblacion, las relaciones sexuales, el uso de agujas no
esterilizadas, la manipulacién, caza y consumo de carne de primate no-humano confluyeron
a la rapida dispersion del virus, especialmente del VIH-1 grupo M y grupo O a inicios de la

pandemia (Hahn et al., 2000; Hemelaar, 2012; Junqueira et al., 2011; Kirchner, 2019).

1.4.Diversidad genética del VIH en Panama

El VIH-1 subtipo B es el de mayor prevalencia en América y ha jugado un rol importante
en la historia de la epidemia del VIH (Junqueira & Almeida, 2016). A través de la rapida
propagacion del VIH-1 subtipo B en el continente africano, el virus se estableci6 en La
Espafiola conformada por Republica Dominicana y Haiti para luego ser introducido en el
Norte de América y finalmente extender la epidemia al continente de Europa, Asia, América
Latina y Australia (Junqueira et al., 2011). Evidencia historica y filogenética sugieren que el
VIH-1 subtipo B se introdujo en América en el area del caribe evolucionando al linaje VIH-1

subtipo B caribefio, del cual asciende el linaje VIH-1 subtipo B pandémico que se diseminé
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independientemente a otros paises de América, Europa y el mundo a partir de los afios 60s
(Cabello, Mendoza, & Bello, 2014; Junqueira et al, 2011). Un estudio indica que
aproximadamente un tercio de las infecciones del VIH-1 subtipo B pandémico en
Latinoamérica, son resultado de la expansion de cepas fundadoras que fueron introducidas
en una etapa temprana de la epidemia en América (Mir, Cabello, Romero, & Bello, 2015). En
Panama4, coexisten ambos linajes con una mayor prevalencia del VIH-1 subtipo B pandémico,
y se sugiere que la epidemia panamefia del VIH-1 esta mayormente impulsada por la

expansion de clados VIH-1 subtipo B endémicos (Mendoza, Bello, et al., 2014).

1.5.Estructura y genoma del VIH

1.5.1. Ciclo replicativo

Segun National Institute of Health, El ciclo replicativo del VIH ocurre en los siguientes
pasos (figura 1). Primero, ocurre un enlace o fijaciéon del virus a los receptores de la
superficie de células T CD4+ y células del linaje de monocitos/macréfagos (Deeks,
Overbaugh, Phillips, & Buchbinder, 2015). La glicoproteina gp120 de la cubierta viral se une
al receptor 5 de quimiocinas CD4 y CC (CCR5) en la superficie de la célula, lo que desencadena
la fusion del virus en la célula huésped, integrandose a la célula (Delgado, 2011). Segundo, el
VIH ya localizado en el linfocito utiliza una enzima llamada transcriptasa inversa para
convertir el ARN del virus a ADN, esta nueva cadena sintetizada entra al niicleo del linfocito
y por medio de la enzima integrasa integra su ADN virico dentro del ADN del linfocito CD4.
A este punto del ciclo replicativo, se puede considerar que ha ocurrido una infeccién exitosa

por parte del virus (Cordeiro, Taroco, & Higiene, 2008). Tercero, ocurre una integracion por
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parte del virus, multiplicAndose dentro del linfocito, y creando largas cadenas de proteinas
del virus. Estas cadenas se convierten en elementos constitutivos para la creacién de las
copias de VIH. Cuando hay suficientes proteinas ocurre un ensamblaje que da lugar al VIH
inmaduro o no infeccioso (Goodsell, 2015). Cuarto, el VIH inmaduro se impulsa hacia el
exterior de la célula y libera en su interior una enzima llamada proteasa que permite la
maduracion del virus y su infectividad. Este mecanismo lo utiliza el virus repetidas veces

dentro del organismo infectado (Kirchhoff, 2013).
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Figura 1. Ciclo replicativo del VIH. Fuente: Wikipedia Commons.
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1.5.2. Genomay composicion
La longitud del genoma del VIH es de aproximadamente de 9.8 kb, a pesar de ser un
genoma pequefio, su variabilidad tiene gran impacto, debido a que su tiempo de generacion
es corto (de 1010 viriones producidos por dia en un individuo infectado), y produce alta tasa
de errores en el proceso de transcripciéon inversa (generando en promedio 3.4x10-5
mutaciones por sitio por generacién) (Castro-Nallar, Perez-Losada, Burton, & Crandall,

2012; Mansky & Temin, 1995).

1.6. Repeticiones de Terminal Larga del VIH

El genoma del VIH-1 esta flanqueado en los extremos 5"y 3" por las RTL que consisten en
regiones dnicas 5’ (U5), unicas 3’ (U3) y repetidas (R) (Figura 2) (Roebuck & Saifuddin,
1999). Las RTL dirigen la transcripcion inicial del VIH-1 proviral que esta controlado por la
5'RTLy depende de los factores de transcripcion de la célula huésped que se unen a una serie
de elementos reguladores en cis de ADN en el promotor de RTL (Roebuck & Saifuddin, 1999).
De éstas regiones, la U3 contiene las regiones promotoras, potenciadoras y moduladoras con
importantes sitios de union para proteinas celulares (Gémez-Roman & Soler-Claudin, 2000).
Estas regiones son consideradas esenciales para la transcripcion viral, la integracion y la

expresion génica (C. Mbondji-Wonje et al., 2018).
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Figura 2. Representacion esquematica de los genes del VIH-1 y RTL.

A) Estructura gendémica del VIH-1. B) Ampliacidn de las dos Repeticiones Terminales
Largas 5"y 3" (RTL) que flanquean la secuencia proviral. C) Algunos de los elementos

reguladores en el 5' RTL. Fuente: (Gomez-Lucia, Collado, Mir6, & Doménech, 2009).

1.6.1. Factores de transcripcion

Existe diversidad en los sitios de union de los factores de transcripcion entre los
subtipos del VIH del grupo M (Figura 3). En un estudio se demostro que el subtipo B presenta
un sitio de unién exclusivo llamado USF, y que los sitios de uniéon de AP-1 estan identificados
en la mayoria de los RTL de subtipos, excepto para los subtipos B y D (Jeeninga et al., 2000).
Por consiguiente, los RTL del VIH-1 promueven y modulan la transcripcion proviral; incluso,

la variabilidad genética de los RTL podria influir en la replicacidn viral y la progresion de la
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enfermedad (Ramirez de Arellano, Martin, Soriano, Alcami, & Holguin, 2007). En esta
investigacion de tesis propongo estudiar in-silico si la capacidad de anclaje de los factores de

transcripcion a los sitios de unién depende de su diversidad genética en esa region.
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Figura 3. Organizacion del promotor RTL 3’ de los subtipos A al G del VIH-1.
Fuente: (Jeeninga et al., 2000).

La transcripcion del VIH da lugar en la regiéon promotora, la cual dirige a la RNA-polimerasa
celular en el proceso de la transcripcion basal de los genes virales; el promotor del nucleo
viral del subtipo B del VIH-1 comprende tres sitios de union a Sp1 en tandem, una caja TATA
y un elemento iniciador en el sitio de inicio de la transcripcién (Figura 4) (Mbonye & Karn,
2017). Cerca de la regién promotora, se encuentra la region de elementos aumentadores, la
cual se encarga de la transcripcién inducible de los genes virales. Esta region contiene una
duplicacion de 10 pares de bases [(GGACTTTCC], conocida como el sitio NF-kB y participa en
la transcripcién viral en respuesta a sefiales de activacion, citocinas, mitégenos, y otros
estimulos inmunoldgicos (Gomez-Roman & Soler-Claudin, 2000). Por ultimo, la regién

moduladora se encarga de la transcripcion regulada. Esta region contiene multiples
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secuencias en cis que sirven como sitios de uniéon a diversos factores celulares tales como
AP-1, NFAT-1, USF-1, entre otros factores de transcripcién (Hokello, Lakhikumar Sharma, &

Tyagi, 2021).
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Figura 4. Estructura de la repeticion terminal larga viral (arriba) y secuencia del promotor
del ntcleo viral de los sitios de uniéon de NFAT/NF-«kB
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CAPITULO II:

METODOLOGIA
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2.1.Poblacion de estudio

Este es un estudio descriptivo, y retrospectivo, del 2011 al 2018, elaborado con
secuencias nucleotidicas pertenecientes al proyecto de investigacién “Determinantes
Genéticos de la Incidencia de la Infeccién del VIH en Panama, SINIP 9044.066" y el proyecto
“Variabilidad Genotipica del Gen de la Integrasa del VIH, asociada a Resistencia a Drogas

Antirretrovirales, FID16-IP-103” del Instituto Conmemorativo Gorgas (ICGES).

Las secuencias nucleotidicas, que constituyen nuestra poblacién de estudio, consisten en
muestras de sujetos naive (sin tratamiento previo) y/o recién diagnosticados, pacientes con
diferentes esquemas de tratamiento antirretroviral (TARV), procedentes de las clinicas de
terapia antirretroviral del pais. Todas las muestras del estudio pertenecen a individuos

mayores de 18 afos.

Para la construccion de la matriz Panama se seleccionaron 55 secuencias que cumplieran

con las siguientes caracteristicas:

v' Ser secuencias de pacientes panamefios.

v’ Ser pertenecientes al VIH-1, grupo M, subtipo B.

v Contener el 80% de la RTL 3" segun la secuencia de referencia HXB2 (GenBank
K03455.1).

v Ser secuencias nucleotidicas obtenidas por secuenciacién de segunda generacion con

una resolucion 10X.

Las 55 secuencias de la Matriz Panama no fueron elegidas en base a caracteristicas
clinicas y/o epidemiolégicas, sino unicamente por caracteristicas estructurales a nivel

nucleotidico.
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La poblacién de estudio se conformé principalmente por sujetos del sexo masculino

(60%) y rango de edad entre 38-47 afios (38%) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de la poblacién de estudio

Caracteristicas Total
n=55 (%)
Género
Masculino 33 (60)
Femenino 21 (38)
Sin informacion 1(2)
Edad (aiios)
18-27 8 (15)
28-37 17 (31)
38-47 21(38)
48-61 8 (15)
NI 1(2)

Periodo de diagnéstico de VIH (afios)

1998-2003 5 (2)
2004-2008 17 (31)
2009-2013 24 (44)
2014-2018 8 (15)
NI 1(2)

Conteo celular de linfocitos T CD4+ (células/pL)

<200 24 (44)
200-499 19 (35)
>500 6 (11)
NI 6 (11)

Carga Viral del VIH-1 (copias de ARN/mL plasma)

<1,000 3 (5)
1,000-10,000 6 (11)
>10,000 45 (82)
NI 1(2)

Los datos son N (%)

Abreviaciones: VIH, virus de la inmunodeficiencia humana; NI, No Identificado
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2.2. Construccion del set de datos de secuencias nucleotidicas de referenciay

secuencias de estudio

La Matriz Los Alamos se elaboré con las secuencias de los subconjuntos mas limpios de
las alineaciones web, del VIH-1, grupo M de la pagina del Laboratorio de Los Alamos con

genoma completo (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN /align.html)

(Figura 5); la alineacion utilizada fue la dltima actualizacién de datos del afio 2020. En base
a los objetivos del estudio se elimind todas las secuencias que no pertenecian al VIH-1, grupo
M, subtipo B y que no contuvo el 90% de la RTL 3’ segin la secuencia de referencia HXB2.
Luego se eliminaron las secuencias que pertenecian a un mismo paciente/individuo,
obteniendo un total de 65 secuencias aptas para el andlisis. Por dltimo, se igualo la cantidad
de secuencias de la matriz de los Alamos a la cantidad de secuencias de la matriz de Panama
(n=55). Para ello se eliminaron las 10 primeras secuencias con mayor cantidad de lagunas

en la region de estudio, RTL 3’.

HIV sequence database

DATABASES SEARCH ALIGNMENTS TOOLS PUBLICATIONS INFO

HIV Sequence Alignments

« Web Alignments: nucleotide and protein alignments that represent the fullest spectrum of sequences in the database.
« Filtered & Super Filtered Web Alignments: cleaner subsets of sequences from the HIv-1 web alignments.

« Subtype Reference Alignments: ~4 representatives of each subtype and ci recombinant (CRF).

« Compendium Alignments: the set of sequences printed in the annual HIV Sequence Compendium

+ Consensus/Ancestral Sequences: a consensus for each subtype.

« RIP Alignment: a consensus for each subtype and reference sequences for all groups, subtypes, and CRFs

+ Meutralization Panel Alignments: HIv-1 env and antibody sequences used in neutralization studies.

Options

Alignment type | Super filtered web hat
Organism |HIV-1/5IVepz v

Region @) pre-defined region of the genome GENOME +
Ouser-defined range ™ Start:[ | End:| | (Coordinates: HIVI-HiB2, HIV2-

Mac239)

Subtype | M group without i (AL~ |
DNA/Protein
Year® [2020 v
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Figura 5. Base de datos de VIH del Laboratorio Nacional Los Alamos.

2.3. Analisis filogenético

Para la determinacidn de los subtipos que corresponden a las secuencias del Gorgas, se
utiliz6 la  herramienta de subtipificacibn en Ilinea REGA version 3.46

(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/hiv). Para confirmar los resultados

obtenidos en esta herramienta, se realiz6 una reconstruccion filogenética usando el
programa MEGA (versién 7.0). Se descargd de la base de datos del Laboratorio de Los
Alamos, secuencias de referencia de genoma completo de cada subtipo del VIH-1 grupo M y
secuencias referencia del grupo N, O y P, para la confeccidn de un arbol guia (Figura 6). El
arbol guia se utilizé como referencia para determinar los subtipos de las secuencias no
identificadas. El arbol guia involucré 43 secuencias de nucledtidos de referencia (REF),
incluyendo 3 secuencias de outgroup, y. la Matriz Panama (n=55); dando un total de 100

secuencias analizadas para la subtipificacion.
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Figura 6. Arbol guia de las relaciones evolutivas de los taxones de matriz de secuencias
panameinas.

Las secuencias de referencias de subtipos del VIH-1 se alinearon con las secuencias
de Panama utilizando el programa MUSCLE, junto con la base de datos de secuencias de
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nucleétidos del Laboratorio de Los Alamos, utilizando la HXB2 como secuencia guia para el
alineamiento (Tamura, Dudley, Nei, & Kumar, 2007). El programa MEGA7 elimin6 todas las

posiciones que contenian lagunas y datos faltantes (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).

La historia evolutiva se infirié utilizando el método Neighbor-Joining (Saitou & Nei,
1987). El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en
la prueba de arranque de 500 repeticiones (Felsenstein, 1985). Las distancias evolutivas se

calcularon usando el método Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993).

2.4.Seleccion de parametros para el analisis de los sitios de union del factor de

transcripcion

Para el desarrollo de los analisis bioinformaticos se estudiaron los siguientes

parametros:

A) Modelo de prediccion de SFT. Se realiz6 una tabla comparativa con los métodos de
prediccion SFT que utilizan Aprendizaje Automatico Tradicional (Traditional
Machine Learning) y se eligi6 el mejor modelo en base a sus caracteristicas,
versatilidad y limitaciones segin la pregunta de investigaciéon. Segun revision
bibliografica se determind que el mejor modelo es la matriz de peso de posicion

(MPP) (Figura 7) (Zeng, Gong, Lin, Gao, & Zhang, 2020).
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Figura 7. El MPP es una matriz de N filas y cuatro columnas, en la que se describe la

frecuencia de cada base en cada posicidn.

B) Base de datos. De igual forma, se realizé una tabla comparativa para la seleccion de
una base de datos que incluyera perfiles de enlace de los factores de transcripcién
(FT) no redundantes, y formato de matrices de peso de posiciéon (PPM) con acceso
abierto a cualquier usuario; siendo JASPAR la mejor opcién para la adquisicién de las
matrices y SFT previamente reportados en la literatura (Castro-Mondragon et al.).

C) Seleccion de factores de transcripcion. Por ultimo, se realiz6 una revision bibliografica
de factores de transcripcion que hayan sido previamente reportados en literatura por
tener interacciones con el VIH. Los factores de transcripcion escogidos cumplieron
con las siguientes caracteristicas: a) Tener un matriz de frecuencia de posicion, b)
tener un conjunto de sitios de unién de factores de transcripcién previamente
reportados (secuencias nucleotidicas de antecedentes background), c) haber sido

reportados como FT que interactiian con el VIH-1, grupo M a nivel in vivo.
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2.5.Identificacion de los sitios de union de los factores de transcripcion de la RTL

Se identificaron los sitios de unién de los factores de transcripciéon por medio del
programa en linea LASAGNA-Search que utiliza el algoritmo «<LASAGNA» (Length-Aware Site
Alignment Guided by Nucleotide Association) para la alineacién SFT (Figura 8). Se introdujo
cada matriz de los factores de transcripcién en las secuencias alineadas en formato fasta y se
eligié por secuencia la posicién de cada sitio de unién con menor valor de p, siendo el rango
entre 0,000475y 0,0246 (Lee & Huang, 2013). El programa otorga informacién de relevancia
para elanalisis del SFT como su posicién (basada en 0), su valor de p, su valor de e y el puntaje

que abarca los valores estadisticos.

TF Model Input

Enter keywords to search for TFs

0 TF Models Selected Remove All

2 :

Choose Species
0 Promoters Selected Remove All

Result Filtering
.001

Restore Defaults || Start Searching

Figura 8. Programa en linea para la prediccion de sitios de unién de los factores de
transcripcion.
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2.6.Determinacion de la diversidad genética de los sitios de union de los factores

de transcripcion de las RTL del VIH-, grupo M

Andlisis de frecuencia nucleotidica. Para visualizar la diversidad nucleotidica se hizo un
analisis de patron de nucleodtidos que difieren entre si «Signature Sequence Analysis» con la
herramienta VESPA (Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis)

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence /VESPA /vespa.html) (Korber & Myers, 1992).

Esta herramienta, escrita en lenguaje C, esta disponible en la base de datos de secuencias de
VIH, Laboratorio Nacional de Los Alamos. Es un programa en lenguaje C corolario, SPCOUNT,
que calcula la cantidad de aminoacidos o nucledtidos compartidos con una firma o
nucleétidos caracteristicos, dada para todas las secuencias incluidas en las matrices de

nuestro estudio.

El programa VESPA (Analisis de patrones caracteristicos de epidemiologia viral) detecta
residuos de aminodacidos o nucledtidos atipicos en un conjunto de secuencias de consulta en
relacion con un conjunto de secuencias de referencia. VESPA calcula la frecuencia de cada
aminodacido (o nucle6tido) en cada posicién en una alineacion para los dos conjuntos de
secuencias que se comparan, seleccionando aquellos sitios para los cuales el aminoacido mas
comun en el antecedentes (background) difiere del aminoacido mas comun en el conjunto
de consulta (Korber & Myers, 1992). También, extrae las frecuencias de los aminoacidos
distintivos. El patrén de firma para el conjunto de secuencias de consulta esta definido por

estos residuos caracteristicos (Ou et al., 1992).
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TABLE 1. FREQUENCIES OF THE DENTIST’S SIGNATURE PATTERN AMINO ACIDS

Signature: A I A G A E E \% [ H
Dentist: 1.00 100 100 1.00 1.00 067 100 100 0.83 1.00
Background: 0.06 0.13 006 0.16 025 025 0.06 025 0.19 0.16

Figura 9. Frecuencias de los aminoacidos del patrdén caracteristico del articulo (Korber &

Myers, 1992).

En la figura 9 se presenta una ilustracion de la metodologia a emplear, utilizando
como ejemplo el estudio de “Signature Pattern Analysis: A Method for Assessing Viral
Sequence Relatedness” (Korber & Myers, 1992). La linea superior muestra el conjunto de
diez aminoacidos que eran el aminoacido mas comun entre las seis secuencias disponibles
del dentista, pero atipico en las Secuencias de antecedentes (background) (una firma
mayoritaria). La segunda linea muestra las frecuencias de estos diez aminoacidos entre las
secuencias virales del dentista y la tercera linea muestra sus frecuencias entre las 32
Secuencias de antecedentes (background) de la base de datos. Solo ocho de los diez sitios
cumplieron con el criterio de una firma estricta, es decir, se conservaron perfectamente en

todas las secuencias virales del dentista.

De esta forma se calcul6 la frecuencia de nucleétidos en cada posicién de dos conjuntos de
secuencias en una alineacién (conjunto de consulta y conjunto de antecedentes
(background)) (Ou et al., 1992; Singh et al., 2021). Las secuencias de consulta fue la base de
datos de la region RTL 3’ analizadas previamente de la matriz Los Alamos, y las secuenciadas
por los investigadores del ICGES; mientras que, la Secuencia de antecedentes (background)

fue la HXB2 considerada el genoma de referencia del virus de la inmunodeficiencia humana.
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Se obtuvieron tres logos de referencia y las frecuencias de los PNC. Ademas, se hizo un
analisis entre las dos bases de datos a estudiar, se colocé como secuencia de consulta la base
de datos de secuencias panamefias y como Secuencia de antecedentes (background) la base
de datos de secuencias del Laboratorio de los Alamos, para obtener el tercer logo y conjunto
de datos de frecuencia nucleotidica. En total se realizaron tres experimentos de analisis de

frecuencia nucleotidica por posicién en VESPA.

v' Experimento A: Como conjunto de consulta la Matriz Panama y como Secuencia de
antecedentes (background) HXB2.

v' Experimento B: Como conjunto de consulta la Matriz Los Alamos y como Secuencia
de antecedentes (background) HXB2.

v Experimento C: Como conjunto de consulta la Matriz Panama y como Secuencia de
antecedentes (background) la Matriz Los Alamos.

DATABASES SEARCH ALIGNMENTS TOOLS PUBLICATIONS INFO

VESPA
Viral Epidemiology Signature Pattern Analysis

Purpose: The VESPA program detects signature patterns (atypical amino acid or nuclectide residues) in a set of query sequences
relative to a set of background sequences. Please read the VESPA explanation

Query alignment

Paste your input here

@
[Sample Input]

or upload your file | 5glaccionar archivo | Ninguno archive selec

Background alignment

Paste your input here

@
[Sample Input]

or upload your file | Seleccionar archive | Ninguno archive selec

Options

Information per position @ B Show frequencies and occurrences at each position
Web logo &) Show Web logo () amino acid ® nuclestide

Email resules @[]

| Submit || Reset |

Figura 10. Programa en linea VESPA para analisis de diferencia nucleotidica.
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Andlisis de transversiones y transiciones en nucleétidos. Por medio de programa en linea
de la base de datos del Laboratorio de Los Alamos

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence /HIGHLIGHT /highlighter top.html) se hizo un

analisis que destaca las transiciones y transversiones nucleotidicas. Para el primer analisis
se utilizé como secuencia de consulta la base de datos de secuencia panamefias y como
Secuencia de antecedentes (background) la HXB2. Luego, para el segundo andlisis se utiliz
la secuencia de consulta, la base de datos del Laboratorio de los Alamos y como Secuencia de

antecedentes (background) la HXB2.

2.7.Determinacion de los sitios de union de los factores de transcripcion y su

capacidad de anclaje a los factores de transcripcion

Por medio del programa CiiiDER se realiz6 un analisis de enriquecimiento para
identificar los SFT que estan significativamente sobrerrepresentados o subrepresentados en
comparacién con un conjunto de secuencias previamente registradas (antecedente) (Gearing
et al,, 2019). Luego se introdujeron todos los SFT analizados de los conjuntos de secuencias
de la region RTL 3’ de la base de datos de secuencias de panamefias y de las bases de datos
del Laboratorio de Los Alamos con las matrices de los cinco factores de transcripcién a
analizar. Para realizar el analisis de enriquecimiento se introdujeron las Secuencias de
antecedentes (background) de los sitios de unién de los factores de transcripcién

previamente reportados en literatura.
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Se generd una grafica que muestra el limite de enriquecimiento (relaciéon de proporcion)
y el limite de proporcién logaritmica promedio que permite observar la proporciéon de
regiones vinculadas para cada FT, y la puntuacion de significancia; si el FT es mayor que cero

(>0) esta sobrerrepresentado y si es menor que cero (<0) esta subrepresentado.

Para las graficas de enriquecimiento, si un factor de transcripcién dado tiene sitios de union
en ns fuera de las regiones de busqueda de Ns y np fuera de las regiones de antecedentes

(background) de N, entonces:

1 ns+1/2 1 ‘ng +1/2
Average.Log2.Proportion Bound = 310g_. (S—])) - Slog_. (%)

Ng + Np +
) ng+1/2 ‘ng +1/2
Log?2.Enrichment = log,| ————— | = log, | —————
’ & (.\-g T 1,2) &2 (.\,, +1/2
Significance Score = —sign( Log2. Enrichment) x log,,(P—value)

Figura 11. Férmula matematica para el calculo del valor de significancia del anclaje (VSA)

CiiiDER utiliza el promedio logaritmico (log2) de la proporcion de union del FT al
SFT con el enriquecimiento del SFT (log2), para obtener la puntuacién de significancia de
unién del FT al SFT (log10). Ademas, Ciiider genera una plot con un mapa de calor que
representa el VSA. El VSA se utilizé como valor determinante de la calidad, capacidad y

significancia de union de los SFT al FT.
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Figura 12. Programa bioinformatico CiiiDER para analisis de identificacion de SFT.

2.8. Analisis estadistico

Estadistica descriptiva, distribuciéon y normalidad. Para el desarrollo de analisis
estadisticos descriptivos, se determind el tipo de variable de los datos encontrados en la
Tabla 6. Luego, se utiliz6 el programa Jamovi (Version 1.8) obtenido de

https://www.jamovi.org, para el analisis de datos. Se implement¢ el analisis de Skewness

para conocer la distribucion de los datos y el analisis de Shapiro-Wilk para conocer la

normalidad de los datos (Altman & Bland, 1996; Fisher & Marshall, 2009; Love ], 2022).
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Plots
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Figura 13. Programa para analisis estadisticos Jamovi

Andlisis de matriz de correlacion. Se instalé un conjunto de paquetes estadisticos en
Jamovi para el analisis de correlacidn y creacién de graficos (Epskamp, Cramer, Waldorp,
Schmittmann, & Borsboom, 2012; Revelle, 2019; Seol, 2022). Se realiz6 un analisis de matriz

de correlacion de Spearman, para datos no paramétricos, donde:

a) HI: La capacidad de anclaje de los factores de transcripcion a los sitios de union
depende de su variabilidad genética en esa region.

b) Ha: La correlacion entre la capacidad de anclaje (VSA) y el numero de secuencias con
PNC (diversidad polimorfica) es negativa.

c) HO: La correlacion entre la capacidad de anclaje (VSA) y el nimero de secuencias con

PNC (diversidad polimorfica) es positiva.

Luego, se genero una grafica de la matriz de correlacion con la densidad de las variables
y su estadistica. Ademas, se realiz6 una grafica de modelo Gausiano (EBIC). Se
interpretaron los resultados en base a cada analisis y sus principios estadisticos (Bulmer,

1979).
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CAPITULO III:

RESULTADOS
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3.1. Bisqueda de secuencias nucleotidicas en Base de datos de Los Alamos

Para la construccion de la matriz de secuencias nucleotidicas de VIH-1 del laboratorio de
los Alamos, se analizaron un total de 4,537 secuencias de genoma completo de alineaciones
super filtradas. Se eligieron 51 secuencias del subtipo B con 100% de la RTL 3’ segtin la HXB2
y se afadieron al analisis las 4 secuencias de referencia del subtipo B para obtener un total

de 55 secuencias de la base de datos del laboratorio de Los Alamos.

La matriz del Laboratorio de los Alamos se constituyé por un 61.8% de secuencias de
Estados Unidos de América entre los aflos 1983-2009, y 32.7% de secuencias pertenecientes
a Francia (1983-2003), Holanda (2000), Tailandia (1990), Argentina (2007), Australia
(1986-1999), Bélgica (2017), China (2007), Espafia (1989), Japén (Sin informacién de los
afios de toma de muestra), Filipinas (2015) y Taiwan (1994) (Figura 14). El 5.5% restante
pertenece a las secuencias sin informacion sobre el pais de toma de muestra entre los afios

2000-2010.

Distribucion geografica de matriz Los Alamos

o

Series1 "
I 34

Powered by Bing
© Australian Bureau of Statistics, GeoNames, Microsoft, Navinfo, OpenStreetMap, TomTom

Figura 14. Distribucién geografica de matriz Los Alamos.
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Tabla 2. Informacién de secuencias de la matriz Los Alamos

SUBTIPO PAIS ANO Cﬁgég%;f GENBANK
B ARGENTINA 2007 DEURF(07AR001 KY658686
B AUSTRALIA 1999 1181 AF538302
B AUSTRALIA 1987 MBC925 AF042101
B AUSTRALIA 1986 MBC200 AF042100
B BELGICA 2017 2006 MN449476
B BELGICA 2017 02006 cen MN449474
B BELGICA 2017 02006 chr10 sc MN449475
B CHINA 1999 plwj GU177863
B ESPANA 1989 U6l DQ854716
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2009 C1pP GU733713
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2006 CH106 TF1 JN944897
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2006 MDR 5a KF990608
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2005 MDR 1c KF990605
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2004 ES1053 EF363127
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2004 ES4 24 EF363124
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2004 ES8 43 EF363126
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2001 REJO TF1 JN944911
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2000 ES1 20 EF363123
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2000 RHPA TF1 JN944917
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 2000 THRO TF1 JN944930
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1998 1058_11 AY331295
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1996 515596 AY835753
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1995 5073 95 AY835768
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1994 5082 94 AY835773
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1991 504891 AY835761
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1991 DH12 3 AF069140
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1990 WEAU160 GHOSH U21135
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1989 P896 89 6 U39362
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1988 5160 88 AY835763
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1988 WR27 AF286365
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1987 511387 AY835758
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1986 5084 86 AY835775
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1986 5096 86 AY835749
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1986 5127 86 AYB35774
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1986 AD87 ADA AF004394
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1986 YU 2 M93258
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1985 5077 85 AY835769
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1984 5019 84 AY835779
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1984 MNCG MN M17449
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1984 SF33 AY352275
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1983 5018 83 AY835777
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B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1983 5157 83 AY835781
B ESTADOS UNIDOS DE AMERICA 1983 SF2 LAV2 ARV2 K02007

B FRANCIA 2003 LA06ToXa KU168261
B FRANCIA 1983  HXB2_LALIIIB.LBRU  K03455

B HOLANDA 2000 671_00T36 AY423387
B JAPON 115111?]0 JRCO3B AB565496
B JAPON 115111?]0 JRCO5B AB565497
B JAPON 115111?]0 JRC65B AB565502
B FILIPINOS 2015 DEMB15PH003 KY658690
B TAILANDIA 1990 BK132 AY173951
B TAIWAN 1994 TWCYS LM49 AF086817
B SIN INFO 2000 LAO2FolC KU168257
B SIN INFO 2002 LAO3BIEr KU168258
B SIN INFO 2010 DEURF10HA002 KY658703

3.2. Anadlisis filogenético

Andlisis filogenético con REGA. Analisis con el programa bioinformatico para VIH,
REGA, identifico 48 secuencias de 55 como subtipo B puro de VIH-1, 5 secuencias como
subtipo semejante al B de VIH-1, y 2 secuencias como subtipo BD del VIH-1. La secuencia
FID16-103-021 identificada como recombinante BD segtin REGA, comienza en la posicion
335 y termina en la posiciéon 9181 en relacién con la secuencia de referencia NC_001802.1
para el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (tax6n: 11676) segun el analisis de REGA
(Figura 15, parte A). Ademas, el programa REGA realizo un Bootscan con un soporte de
cluster: 0.873, tamafio de ventana 400 y tamaiio de paso 50 (Figura 15, parte B). El analisis
filogenético con el arbol guia, clasifico esta muestra como VIH-1 Subtipo B con un valor de
Bootstrap de 99% (figura 17). En la figura 15y 16 parte A, se observa en la parte superior el

patron de recombinacion aproximado de cada secuencia, con un método de arranque mayor
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a 70% y en la parte inferior el patréon de recombinaciéon aproximado sin el método de

arranque.

De igual forma, la secuencia FID16-103-023, identificada como recombinante segin
REGA, comienza en la posiciéon 335 y termina en la posicién 9180 en relacién con la secuencia
de referencia NC_001802.1 para el virus de la inmunodeficiencia humana 1 (tax6on: 11676)
segin el andlisis de REGA (Figura 16, parte A). Ademas, el programa REGA realizo un
Bootscan con un soporte de clister de 0.872, tamafio de ventana 400 y tamafo de paso 50
(Figura 16, parte B). El andlisis filogenético con el arbol guia, clasifico esta muestra como

VIH-1 Subtipo B con un valor de Bootstrap de 99%.

Andlisis filogenéticos en MEGA7. Por medio de los andlisis filogenéticos realizados en
la matriz de las secuencias panameifias con el programa MEGA, se determin6 que las 55
secuencias de la matriz de Panama pertenecian al subtipo B. Ninguna de las secuencias
resulto ser un recombinante. En la figura 17 se muestra el arbol 6ptimo que involucré 100
secuencias de nucleétidos pertenecientes a las 43 referencias de subtipos, 3 secuencias de
outgroup y 55 secuencias de la matriz de Panama. Hubo un total de 4,828 posiciones en el

conjunto de datos final.
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Figura 15. Mapa genético de la muestra FID106-103-021 (A) Mapa genético de la secuencia

(B) Analisis de escaner de arranque de la secuencia.
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Figura 16. Mapa genético de la muestra FID106-103-023. (A) Mapa genético de la secuencia.

(B) Analisis de escaner de arranque de la secuencia.
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Figura 17. Arbol de las relaciones evolutivas de los taxones de matriz de secuencias
panameinas.



3.3. Identificacion de los sitios de union de los factores de transcripcion de la RTL

Se identificaron 5 sitios de union (SFT) para cada factor de transcripcién en cada
secuencia (5 TF x 5 SFT x 110 secuencias nucleotidicas), obteniendo un total de 2,750
posiciones de sitios de union. Se seleccion6 la posicion con mayor puntuacion de cada SFT
por secuencia, obteniendo un total de 550 posiciones paralos 5 factores de transcripcion del

estudio. Todas las posiciones de la matriz tienen un valor de p < 0.0246 (Tabla 3).

Se identificaron 9 posiciones diferentes para GATA3, 11 posiciones diferentes para
SP1, 6 posiciones diferentes para USF1, 3 posiciones diferentes para NFKB1 y 10 posiciones
diferentes del factor NFATC2 para la matriz de secuencias nucleotidicas de Panama. Ademas,
se identificaron 5 posiciones diferentes para el factor de transcripcién GATA3, 16 posiciones
diferentes para el factor SP1, 8 posiciones diferentes para el factor USF1, 3 posiciones
diferentes para NFKB1, 10 posiciones diferentes para NFATC2 en la matriz de los Alamos
(Tabla 3). Cada posicion en su gran mayoria contaba con al menos dos variaciones del SFT
por posicion. Por ejemplo, el SFT GATA-3 para la posicién 76 en ambas matrices, presento la
secuencia nucleotidica (T/A)GATTG con un cambio nucleotidico en la posiciéon 1 de T por Ay

viceversa.

Tabla 3. Identificacion de los SFT con PNC obtenidos de LASAGNA y VESPA

s Posicion del
Posicion del alineamient
Factor de Sitios de unidn de factores de  alineamient 0 en matriz Valor de Valor de e
transcripcién transcripcién 0 en matriz de Los p
de Panama p
Alamos
GATA3(MA0037.1) CGATAA 210, (1) 0,0005 0,272
AGATAG 160, (1) 0,00175 0,95
AGATAG 165, (1) 165, (12) 0,00175 0,95
(T/A)GATTG 76, (43) 76,38) 007000 0300
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SP1(MA0079.1)

USF1(MA0093.1)

CGAGAG
AGATAT
AGATAC
CGATCG
(C/A)GATAA
AGATAA
TGATAG
CGAGAG

A(T/A)GGG(A/T)TGAT
AAG(G/A)CA(A/G)GAT

AAGACATTCT

(T/C)TGGCAGAAT

AAGCCACTGA

CC(T/A)GCATGGA
ATGGG(A/G)TGGA

GAGGCGCGGT
GAGGCGTAAT
GAGGCGTGGA
GAGGCGTGGT
GGGGCGTGAT
GAGCCTGGGA
GCCAGCCCTC
TTCAAGCTAG

AAGGG(T/A)TGAT

AAGGCAAGAA

TTGGCAGT(A/G)T

AGGCCACTGT

A(T/C)GGGATGGA

AAGACTCGGA
ACAGCAGGCT
TCAGCATTAT
AAGGCTGCAT
TGGGCTTTCT
GAGGCGTGAT
GAGGTGTGGT
TGGGCGGGGT
GAGCCTGGGA
TGGGCGCTCT
CACAAGG
CACTTGA
CATGGGA
CATGTGG
ATGTGG
CACGT GG

31, (1)
110, (2)
154, (1)
160, (2)
187, (1)
265, (2)
296, (2)
3,(2)
25, (2)
30, (1)
79, (4)
174, (1)
217,(2)
222 (15)
376, (1)
376, (1)
376, (18)
376, (2)
376, (1)
478, (2)
406, (2)
137, (1)

60, (4)
150, (1)
221, (8)
253, (1)
254, (1)
287, (16)

296, (3)

25 (2)

217 (8)

376, (3)

3,(3)
25 (1)
79, (3)
174, (1)

222,(19)

231, (1)
267, (1)
283, (1)
298, (1)
335, (1)
376, (1)
376, (2)
387, (1)
478, (5)
483, (1)
60, (1)

221, (6)

254, (1)
287, (14)

0,007975
0,0131
0,006
0,0037
0,0005/0,0082
0,0082
0,000975
0,007975
0,00645/0,01095
0,003825/0,00605
0,006025
0,015/0,018
0,007475
0,017825
0,018125/0,005
0,00055
0,01365
0,0011
0,000425
0,00325
0,02435
0.0264
0.04375
0,00645/0,00335
0,005875
0,015/0,000525

0,0145

0,018125/0,00957
5

0,01515
0,012525
0,009925

0,0075
0,0012
0,000475
0,007975

0,00195

0,02435

0,00295

0,0246
0,003125
0,0118
0,0008

0,01735
0,000325

43
7.1
33

2,01
0,272/4,5
4,5
0,53
43
3,5/5,9
2,07/3,3
33
8,1/9,7
4
9,6
9,8/2,7
0,297
7,4
0,59
0,229
1,75
13,1
14.3
23.6
3,5/1,81
3,2
8,1/0,283
7,8

9,8/5,2

8,2
6,8
54
4
0,65
0,257
4,3
1,05
13,1
1,59
13,4
1,7
6,4
0,43
9,4
0,176
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CACACGG
CACGTAG
CACT! GG
CACATGG
CATG! GG
CAGGTGG
CACGGGA
CACCTGG
CAGGTGG

TATTCCA

GGTTCCC
ATATCCA
ATTTCCA
GTATCCA

(G/T)GATCCA

TGTTACA
TGATCCA
TGTTACA
CTTTCCA
CTTTCCA
CTTTCCA
GGATCCA
GTTTACA
TGTTACA
GTTTCCA
TTTTACA
GGGACTTTCCA
GGGGACTTTCC

GGG(A/G)CTTTCC(A/G)

NFATC2(MA0152.1
)

NFKB1(MA0105.1)

GGGACTTTCC(A/G)

287, (1)
287, (10)
287, (3)
287, (7)
287, (3)

14, (1)

111, (1)
112, (6)
112, (13)
112, (2)

154, (5)

201, (16)
232,(2)
249, (1)
279, (1)
353, (1)
367, (6)

349, (6)
362, (2)

363, (47)

287, (4)
287, (1)
287, (20)
287, (3)
164, (1)
221, (2)
287, (1)
372, (1)

111, (1)
112, (3)
112, (8)
112, (2)

154, (11)

201, (22)
232, (1)
249, (1)

48, (1)
50, (2)
86, (1)
112, (1)
314, (1)
349, (6)
362, (1)

363, (48)

001615
0,003975
0,003975

0,001
0,0008
0,005725
0,001275
0,003975
0,005725

0,00215

0,001825
0,0038
0,001325

0,00165

0,001575/0,00167
5

0,002175
0,001675
0,002175
0,00435
0,00435
0,00435
0,001575
0,00215
0,002175
0,000125
0,00385
0,000475
0,00095

0,000475/0,0008

0,000475/0,00127
5

8,8
2,16
2,16
0,54
0,43
3,11
0,69
2,16
3,11
1,17
0,99
2,06
0,72

0,9

0,86/0,91

1,18
091
1,18
2,36
2,36
2,36
0,86
1,17
1,18
0,068
2,09
0,256
0,51

0,256/0,4

3

0,256/0,6

9

Posicidn, (Cantidad de secuencias con esa posicion)
Morado; PNC existentes en el experimento Ay B

Amarillo; PNC existentes en el experimento By C

Verde; PNC existentes en el experimento Ay C

54



3.4. Determinacion de la diversidad genética de los sitios de union de los factores

de transcripcion de las RTL del VIH-, grupo M.

Andlisis de frecuencia nucleotidica. VESPA calculd la frecuencia de cada nucleétido en
cada posicion (columna) de la alineacion para el conjunto de consulta y antecedentes
(background). Se mostraron las posiciones en las que el caracter mas comun en el conjunto
de consulta difiere del conjunto de antecedentes (background). Para el experimento A las
posiciones en la alineacién que difieren o los PNC son la posicién 15, 23, 25, 51, 82,108, 109,
139, 164, 168, 183, 196, 213, 220, 239, 244, 256, 262, 319, 324, 335, 343, 421, 501 (Figura
18, parte A). Para el experimento B se mostraron las siguientes posiciones con PNC; 15, 25,
51, 82,108, 139, 164, 168, 183, 196, 198, 213, 220, 256, 262, 291, 319, 343, 421 (Figura 18,
parte B). El ultimo analisis, experimento C, resulto que las posiciones 23, 109, 198, 239, 244,

291, 324, 335, 501 son PNC entre estos dos conjuntos de bases de datos (Figura 18, parte C).

" TGIGNCTORpLAATIALGETAS

15 23 25 51 82 108 109 139 164 168 183

* T

probability

15 25 51 82 108 139 164 168 183 196 198 213 220 256 262 291 319 343 421

© ATAG
GCQGCCGQG

: 23 109 198 244 291 303 324 335 501

probability

o
o

Figura 18. Anadlisis de los PNC en VESPA con diferentes matrices. Logo de PNC del

experimento A. Logo de PNC del experimento B. Logo de PNC del experimento C.
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La tabla 4 muestra las secuencias nucleotidicas de los SFT (Columna 2), la posicién de
los SFT segun el alineamiento de la RTL 3’ por matriz (Columna 3 y 4), la posicién del PNC
(Columna 5), el analisis de transversiéon o transicion (Columna 6) y las frecuencias
polimorficas de los PNC (Columna 7 al 12). En las columnas de frecuencias nucleotidicas de
PNC se colocaron dos tipos de frecuencias por experimento, la frecuencia del nucleétido mas
frecuente en la consulta y la frecuencia del nucle6tido mas comun del antecedentes
(background) en la consulta. En el experimento A, para GATA-3 se observa que adenina (A)
es el nucledtido mas frecuente en la matriz de Panama para el PNC 213 y que guanina (G)
que es el nucledtido mas comun para el antecedente (background) tiene una frecuencia de

0.073 en la matriz.
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Tabla 4. PNC existentes en los SFT y su frecuencia nucleotidica segun VESPA

Experimento A Experimento B Experimento C
Posiciéon Posiciéon PN.C_. . .
delSFT  del SFT Transicion Matriz Matri
o . . Posicién / Matriz Matriz z Los
Factor de Sitios de unién de en la en matriz del PNC- Panami  Secuenc Los secuenc 4 Alamo
s factores de matriz de de Los . . . iaHXB2  Alamos ia HXB2
transcripcién S . alineamien Transversi (consult (consult s
transcripcién Panama Alamos to del PNC 6n a) (fondo) (consult (fondo) a) (fond
basadaen basadaen a)
0 0 segun la 0)
HXB2
GATA3 (11\;[A0037' CGATAA 210, (1) 213 Transicién 0.836A 0.073G
AGATAG 160, (1) 164 0.655G  0.200T
AGATAG 165, (1) 165, (12) 168 0.891G  0.018A  0.727G  0.255A
(C/A)GATAA 160, (2) 164 0.6G 0.182T
SP1(MA0079.1) (T/C)TGGCAGAAT 79, (4) 82 Transicion ~ 1.000G  0.000A
AAGCCACTGA 174, (1) 183 Tra‘gsr‘l’ers‘ 0.782G  0.073A
CCTGCATGGA 217,(1) 217 (4) 220 0.509A  0.455T 0.6A 0.4T
CCAGCATGGA 217,(1) 217 (4) 220 Tra‘gsr‘l’ers‘ 0.509A  0455T  0.6A 04T
TTCAAGCTAG 137, (1) 139 Tra‘}f:ers‘ 0.964T  0.018A
TTGGCAGT(A/G)T 79, (3) 82 Transicién 0.982G  0.018A
AGGCCACTGT 174,(1) 183 Transicién 0.818G 0.145A
AAGACTCGGA 231,(1) 239 0.455A 8'436
TCAGCAT 'AT 283, (1) 291 Tra'gsr‘l’ers‘ 0473A  0455G  0.564G 2'273
TGGGCTTICT 335, (1) 343 Trargs:er& 0.964T  0.036G
USF1(MA0093.1) CATGTGG 253, (1) 256 Tra’gsr‘l’e“‘ 0.782T  0.182A
ATGTGG 254,(1)  254,(1) 256 Tra'gsr‘l’ers‘ 0.782T  0.182A  0.673T  0.291A
CACLTGG 287,(16)  287,(14) 291 Transicion 0.473A  0.455G  0.564G 2'273
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CACAGGG
CACLTAG
CACITGG
CACATGG

CATCTGG

CAGGTGG

NFATC2(MA015

2.1) TATTCCA

GGATCCA
GTTTACA

TTTTACA

287,(1)

287,(10) 287, (4)
287,(3)  287,(1)
287,(7) 287, (20)
287,(3)  287,(3)

164, (1)
14, (1)

48, (1)
50, (2)

314, (1)

291

291

291

291

291

168

15

51
51

319

Transversi
on

Transicion

Transicién

Transicién

Transicién
Transversi
on

0.909T

0.091C

0.473A

0.473A

0.473A

0.473A
0.727G

0.709G
0.709G

0.836A

0.455G

0.455G

0.455G

0.455G
0.255A

0.291A
0.291A

0.164T

0.564G

0.564G

0.564G

0.564G

0.564G

0.273

0.273

0.273

0.273

0.273

Posicién, (Cantidad de secuencias con esa posicidn)

Morado; PNC existentes en el experimento Ay B

Amarillo; PNC existentes en el experimento By C

* SFT con dos PNC en la misma secuencia
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Andlisis de transiciones y transversiones. La herramienta HIGHLIGHTER del
Laboratorio de los Alamos comparé las secuencias de consulta, matriz de Panama (Figura
19, parte A) y matriz de Los Alamos (Figura 19, parte B) con una tinica secuencia maestra
(HXB2). Se destaco o resalto las transiciones y transversiones de ambas bases de datos. Se
determinaron 8 transversiones y 32 transversiones en los SFT para la matriz Panama y 5
transversiones y 42 transiciones en los SFT para la matriz Los Alamos. Las imagenes ilustran

las transiciones y transversiones con el siguiente cddigo de colores:

= Transiciones |= Transversiones
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Figura 19. Transiciones y transversiones de la Matriz Panama con la HXB2 (A) y Matriz Los

Alamos con la HXB2 (B).
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Tabla 5. Descripcion de secuencias de la matriz de Panama segun resultados de VESPA y HIGHLIGHTER

Informacién de analisis bioinformaticos

Informacién del paciente

PNC-Transicién/

Factor de Sitios de unién de P'osiciérll del  Secuencias de la PNC- N Esquema de tratamiento Valorde  Valor
transcripcién factorcles de alineamiento base de dat?s Transversién Sexo Edad Estado Clinico resumido carga de
transcripcion del PNC de Panama segun la HXB2 viral CD4+
GATA3(MA0037.1) AGATAG 168 GP11-5711 M 58 Ninguno AZT + 3TC + EFV 424138 358
(C/A)GATAA 164 FID16-103-050 M 43 SIDA DRV/r + RAL 41219 X
GP11-5755 F 45 Asintomatico AZT + 3TC + EFV 142511 154
SP1(MA0079.1) (T/C)TGGCAGAAT 82 FID16-103-040 Transicién M 27 No especificado AZT + 3TC + LPV/r + RAL 4940 304
FID16-103-070 M 46 No especificado 3TC + ABC + RAL 525700 82
GP18-19468 M 52 Asintomatico EFV + LPV/r + RAL 18522 X
MEF-015 F 45 Asintomatico Naive 49327 421
AAGCCACTGA 183 FID16-103-063 Transversion M 36 No especificado 3TC + LPV/r + RAL 122916 280
CCTGCATGGA 220 FID16-103-054 M 50 No especificado FTC + TDF + LPV/r 233006 111
CCAGCATGGA MEF-004 Transversion M 33 Asintomatico Naive 145118 376
TTCAAGCTAG 139 GP11-2073 Transversion M 47 Asintomatico Sin Tratamiento 81504 493
USF1(MA0093.1) CATGTGG 256 MEF-012 Transversion M 35 Asintomatico Naive 345034 88
ATGTGG 256 FID16-103-076 Transversion F 26 Asintomatico FTC + TDF + RAL 71363 60
CACLTGG 291 FID16-103-009 Transicion F 32 SIDA FTC + TDF + DRV/r + RAL 46627 X
FID16-103-010 X X X X X X
FID16-103-050 M 43 SIDA DRV/r + RAL 41219 X
FID16-103-063 M 36 No especificado 3TC + LPV/r + RAL 122916 280
FID16-103-068 F 42 No especificado FTC + TDF + RAL 90801 92
FID16-103-023 F 41 No especificado TDF + LPV/r + RAL 72722 126
FID16-103-033 M 26 No especificado 3TC + LPV/r + RAL 324055 X
FID16-103-054 M 50 No especificado FTC + TDF + LPV/r 233006 111
GP11-2194 F 38 Asintomatico 3TC + ABC + EFV 20840 X
GP11-2581 M 30 SIDA AZT + 3TC + EFV 142666 332
GP11-3895 F 41 Asintomatico TDF + FTC + EFV 38656 298
GP11-5718 F 32 SIDA AZT + 3TC + EFV 349800 50
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NFATC2(MA0152.1)

CACAGGG
CACLTAG

CACITGG

CACATGG

CATCTGG

TATTCCA

291
291

291

291

291

15

GP11-5755
GP11-7053
GP18-19468
MEF-004
MEF-005
FID16-103-040
FID16-103-055
FID16-103-044
GP11-1948
GP11-3166
GP11-3545
GP11-5711
GP12-10062
MEF-002
MEF-008
FID16-103-021
GP12-0959

MEF-015
FID106-103-
025
FID106-103-
034
FID106-103-
081

FID16-103-029
FID16-103-067
GP11-2073

GP12-2154
FID106-103-
069
FID106-103-
078
GP12-1058
FID106-103-
035

Transversion

Transicion

Transicién

m T EEE 2 E E 1 EEEEEEME2EETMEEEES 0o

"y

45
49
52
33
26
27
40
47
29
47
38
58
30
22
31
24
32
45

43

45

46

58
32
47
35

18

43
50
34

Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
No especificado
No especificado
No especificado
No especificado
Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
Ninguno
Asintomatico
Asintomatico
No especificado
No especificado
Asintomatico

Asintomatico

No especificado
SIDA

No especificado

No especificado
No especificado
Asintomatico

No especificado

No especificado
No especificado
Ninguno

No especificado

AZT + 3TC + EFV
AZT + 3TC + EFV
EFV + LPV/r + RAL
Naive
Naive
AZT + 3TC + LPV/r + RAL
AZT + 3TC + DRV/r + RAL
TDF + LPV/r + RAL
TDF + FTC + EFV
AZT + 3TC + EFV
AZT + 3TC + EFV
AZT + 3TC + EFV
Sin Tratamiento
Naive
Naive
3TC + ABC + RAL
AZT + 3TC + EFV

Naive

3TC+ ABC + LPV/r + RAL
AZT + 3TC + ABC + RAL

AZT + 3TC + RAL
LPV/r + RAL

Sin Tratamiento
AZT + 3TC + EFV

FTC + TDF + LPV/r + RAL

FTC + TDF + LPV/r + RAL
AZT + 3TC + EFV
TDF + LPV/r + RAL

142511
54057
18522

145118
36620

4940
148538
6376
52288

134636

196273

424138

3592037
15751

232764
41114
39082
49327

3520

19125

947

53376
36353
81504
119213

56

3502
28775
890

154
718

376
25
304
329
175
15
34
169
358
673
732
89
510
14
421

246

62

36

148

280

493
13

161

269
508
368
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3.5. Determinacion de los polimorfismos de los sitios de union de los factores de

transcripcion y su capacidad de anclaje a los factores de transcripcion.

El andlisis de enriquecimiento del programa CiiiDER compard la distribucion de los SFT
predichos en un conjunto de regiones reguladoras de ADN con la distribucién en un conjunto
de Secuencias de antecedentes (background) (SFT previamente reportados en la matriz
JASPAR de cada FT), para identificar con mayor precision los verdaderos SFT y su

significancia de anclaje.

La grafica de enriquecimiento de la matriz de Panama (figura 20, parte A) para el factor
de transcripcién GATA3, mostro un valor de unién de -1.08, un valor de enriquecimiento de
2.05 y un valor de significancia de 19.19. El factor SP1 mostro un valor de unién de -1.97, un
enriquecimiento de 1.81 y una significancia de 14.59. El valor de unién de USF1 fue de -2.72,
suvalor de enriquecimiento de 1.58 y su significancia de 3.41. Para el factor NFKB1 se mostré
un valor de unién de -1.81, un enriquecimiento de 3.62 y una significancia de 39.02. El factor
NFATC2 mostro un valor de unién de -1.54, un enriquecimiento de 3.09 y una significancia

de 31.47 (Tabla 6).

El resultado del analisis de enriquecimiento de la matriz del Laboratorio de los Alamos
(Figura 20, parte B) mostro para el factor de transcripcién GATA3, un valor de unién de -
0.74, un valor de enriquecimiento de 1.48 y un valor de significancia de 22.82. El factor SP1
mostro un valor de unioén de -1.68, un enriquecimiento de 2.39 y una significancia de 6.13. El
valor de unién de USF1 fue de -2.63, su valor de enriquecimiento de 1.76 y su significancia

de 2.67. Para el factor NFKB1 se mostr6 un valor de unién de -1.81, un enriquecimiento de
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3.62 y una significancia de 39.02. El factor NFATC2 mostro un valor de unién de -1.32, un

enriquecimiento de 2.64 y una significancia de 35.19 (tabla6).

En la tabla 6 se observa los valores obtenidos del andlisis de enriquecimiento en CiiiDER
(U, ENR, VSA), el cual se desarrollé por medio de la comparacion de la frecuencia de los sitios
de union del factor de transcripcidn predichos en las secuencias de entrada con la frecuencia
dentro de un conjunto de Secuencias de antecedentes (background). Las Secuencias de
antecedentes (background) conformaban una matriz de 165 SFT reportados previamente en
estudios in vitro en la base de datos JASPAR. CiiiDER genero un grafico de enriquecimiento
del factor de transcripcion con déficit mas significativo, a través de la féormula de VSA (figura

11).

La matriz Los Alamos para el factor de transcripcién GATA-3 obtuvo un VSA de 22.82, un
total de 14 secuencias con SNP de las 55 analizadas; de las cuales las 14 fueron
transversiones nucleotidicas (ver tabla 5 y 3). Para la matriz Panam3, el factor de
transcripcion tuvo un valor de significancia de anclaje de 19.19 puntos, un total de tres

secuencias con PNC en su SFT de 55 secuencias estudiadas, siendo estas tres transversiones.

Tabla 6. Resumen de parametros analizados en los distintos softwares utilizados segin

factor de transcripcion y matriz de secuencias.

Matriz FT U* ENR* VSA* PNCe TRANSm TRANVm
Panama GATA3(MA0037.1) -1.08 2.05 19.19 3 0 0
Panama SP1(MA0079.1) -1.97 1.81 14.59 8 4 3
Panama USF1(MA0093.1) -2.72 1.58 341 42 27 5
Panama NFKB1(MA0105.1) -1.81 3.62 39.02 0 0 0
Panama NFATC2(MA0152.1) -1.54 3.09 31.47 1 1 0

Los Alamos GATA3(MA0037.1) -0.74 1.48 22.82 14 1 0
Los Alamos SP1(MA0079.1) -1.68 2.39 6.13 15 4 2
Los Alamos USF1(MA0093.1) -2.63 1.76 2.67 44 35 2
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Los Alamos NFKB1(MA0105.1) -1.81 3.62 39.02 0
Los Alamos  NFATC2(MA0152.1) -1.32 2.64 35.19 4 2 1

U: valor de unién de FT al SFT

ENR: Enriquecimiento

VSA: Valor de significancia de anclaje del FT al SFT segtn el Software Ciiider

PNC: Polimorfismo de nucleotideo caracteristico

TRANS: Transiciones identificadas en HIGHLIGHTER

TRANV: Tranversiones identificadas en HIGHLIGHTER

* Informacién de Ciiider

o Informacion de VESPA

m Informacién de HIGHLIGHTER

4
. NFBK1 . NFBK1
; ® rearcz
Q NFATC2 30 30
SP1
8 USF1 o 20 o 2 i sp1 GATA-3 5
8 GATA-3 £ USF1
= 2
S ° g ! 10
g 3
= 0 =
k= 0 S 0
= =
= =
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00 -10 o -1
A %0 10
pes == -
—20
-2 20
2.5 2 1.5 1 0.5 0 o

. o - 2 1.5 1 0.5
Promedio. Log2. Proporcion de unién .

Promdio. Log2. Proporcionde union
Figura 20. Analisis de enriquecimiento del factor de transcripcion segin Matriz Panama

(A) y Matriz de Los Alamos (B).

3.6. Analisis estadisticos

El resultado de VSA, fue analizado junto con la cantidad de secuencias con PNC, y la
cantidad de secuencias con transiciones y transversiones en el PNC. Los resultados de

distribucién (Skewnes) y normalidad (Shapiro-Wilk) no son normales (Tabla 7 y figura 21

), por lo cual se trataron como datos no paramétricos.
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La figura 22 muestra las dos matrices de correlacién de ambas bases de datos, Panama
(A) y Los Alamos(B). Los asteriscos en el valor de rho de Spearman connotan el valor de p de
la siguiente manera: * p < .05 ** p < .01, *** p <.001. El cuadro rojo corresponde a la
correlacion entre el valor de significancia de anclaje (VSA) y la cantidad de secuencias en esa
matriz con polimorfismos de nucleétido caracteristico (PNC), lo que responde a la pregunta
de hipoétesis planteada en metodologia. El cuadro azul connota la correlaciéon entre las
transversiones y transiciones, y apunta a que existe una relacion positiva entre estas dos
variables (valor de rho de Spearman >0.9*). Por ultimo el cuadro rosado connota la
correlacion significativa (es decir con un valor de p > 0.05) encontradas en la matriz de los

Alamos, pero no en la matriz de Panama.

El valor de p (>0.001) para el andlisis de correlacion (Spearman) entre VSA y PNC es
menor a 0.05 por lo cual la hipétesis nula se rechaza (ver metodologia). El Rho de Spearman
presento un valor de -1.000 para ambas bases de datos, lo que se considera una fuerte
correlacion negativa (Figura 22 y tabla 7). Por lo cual, se acepté la Hi y se rechazd la Ho. Las

demas correlaciones con un valor de p <0.05, no tenian relacion tedrica-cientifica.

Tabla 7. Estadistica descriptiva de datos obtenidos de CiiiDER, VESPA y HIGHLIGHTER

Skewnes Shapiro
s -Wilk
Media Median DE Rango Minim Maxim  Skewnes SE w p
a o o s
U* -1.73 -1.745 0.621 1.98 -2.72 -0.74 -0.2282 0.687 0958 0.767
ENR* 2.4 2.22 0.81 2.14 1.48 3.62 0.5384 0.687 0.895 0.192
VSA* 21.35 21.005 14.428  36.35 2.67 39.02 -0.0656 0.687 0.898  0.208
PNCo 13.1 6 16.65 44 0 44 1.3681 0.687 0.761  0.005
TRANSH 7.4 1.5 12.668 35 0 35 1.8156 0.687 0.633 <.001
TRANV 1.3 0.5 1.703 5 0 5 1.2723 0.687 0.8 0.015
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U: valor de unién de FT al SFT

ENR: Enriquecimiento

VSA: Valor de significancia de anclaje del FT al SFT segun el Software CiiiDER
TRANS: Transiciones identificadas en HIGHLIGHTER

TRANV: Tranversiones identificadas en HIGHLIGHTER

* Informacion de CiiiDER

o Informacién de VESPA

m Informacién de HIGHLIGHTER

=

Base de datos
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Los Alamos

—\ Panama -/— L
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Figura 21. Histograma y densidad de distribucién de los datos obtenidos de CiiiDER y
HIGHLIGHTER
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ENR VSA PNC TRANS TRANV
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CAPITULO IV: DISCUSION
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Discusion

Se analiz6 el genoma completo de la matriz de secuencias nucleotidicas de Panama.
Los andlisis filogenéticos revelaron que la matriz de secuencias nucleotidicas de Panama
pertenece al VIH-1 subtipo B. Nuestros resultados concuerdan con estudios previos de
analisis filogenéticos y bootscaning realizados en el pais en el afio 2008, que establecen qué
el subtipo B es la forma dominante (97%) en la epidemia de VIH-1 en Panama (Ahumada-
Ruiz et al,, 2008); y estudios posteriores a este en el afio 2014, determinaron que las
infecciones por VIH-1 en Panama siguen siendo dominadas por el subtipo B en un 98.9%

(Mendoza, Bello, et al., 2014; Mendoza, Martinez, et al., 2014).

Estudios preliminares del factor de transcripcion GATA-3 a nivel in vitro,
identificaron las posiciones 78, 111, 161, 287 y 332 como sitios de union para este factor
(Yang & Engel, 1993). El programa LASAGNA-Search identific6 13 posiciones diferentes
como posibles sitios de unién para GATA-3, con MPP optimizadas (Nandi & loshikhes, 2012),
siendo la posicién 76, la mas frecuente en un 78% de los sitios de unién de la matriz de
Panama y un 69% en la matriz del Laboratorio de los Alamos. Sin embargo, los resultados
por el método de MPP no concuerdan con la HXB2 que tiene la posicion 26-41 como sitio de
union para GATA-3 (Singh et al., 2021). El analisis de VESPA no mostro ningiin PNC para la

posicién 76 en ninglin experimento realizado.

Estudios in vitro en células Jurkat demostraron que la mutacién individual de los
sitios de uniéon de GATA, da como resultado cambios cuantitativos muy pequefios en la

transcripcion mediada por HIV-1-LTR. Sin embargo, la mutacién de todos los sitios GATA
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dentro de la LTR si tienen una reduccién significativa en la expresiéon génica mediada por la
LTR del VIH-1, y ese efecto acumulativo es menor (de 2 a 3 veces) que la mutacion de los dos
sitios NF-xB (Yang & Engel, 1993). El SFT GATA-3 mostré 10 variantes diferentes a nivel
nucleotidico (ver tabla 3), que eran estrechamente parecidas, pero no eran idénticas al
(A/T)GATA( A/G) sitio de unién para factores GATA (C. A.-O. Mbondji-Wonje et al., 2018).
Ademas, este sitio de uniéon presenté una VSA aceptable y moderadamente buena en

comparacion al resto de los sitios de unién estudiados (tabla 6).

Para el factor de transcripcion SP1, se identificé la posicion 222 en el 35% de los SFT
en la matriz del laboratorio de los Alamos y el 28% para la matriz de Panama. La posicién
376 representd el 41% de secuencias de la matriz de Panama, y concuerda con la posicion
del SFT para SP1 segin la HXB2 (Jeeninga et al., 2000; Singh et al., 2021). Incluso un estudio
in vitro reporté la posicion 375 como SFT para el factor de transcripcién (Qu et al., 2016). El
factor SP1 presentdé un total de 24 sitios de union diferentes a nivel nucleotidico con el

segundo VSA con menor anclaje del estudio.

USF1 obtuvo la mayor cantidad de SFT con PNC con un porcentaje de 80% para la
matriz de Panama y 76% para la matriz del Laboratorio de los Alamos. Siendo la posicién
287 [CACGTGG] la mas abundante entre todas las posiciones identificadas por LASAGNA-
Search, con un porcentaje de frecuencia entre las secuencias de 72% para Panama y 78%
para Los Alamos. Resultados un estudio in vitro sugieren que USF es un regulador positivo
de la activacion transcripcional mediada por RTL y que la secuencia de SFT es CACGTGG, lo
cual concuerda con la secuencia nucleotidica de la posiciéon 287 en ambas matrices segin

andlisis de LASAGNA-Search (Fagagna et al., 1995). Ademas, la posiciéon 287 se encuentra
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relativamente cerca de la posicion del SFT USF1 segin la HXB2 con tan solo 6nt de diferencia
con respecto a la posicién 281. En estudios in vitro fue reportada en la posiciéon 273 de la
RTL 3’ [TGGGGAGTGGC] como sitio de union para el factor de transcripcion (Jeeninga et al,,

2000).

LASAGNA-Search identifico para NFATC2 la posicién 112 (G/A)TATCCA en un 25%
para la matriz del Laboratorio de Los Alamos y un 38% para la matriz Panama. Segun el
analisis de VESPA, NFATC2 obtuvo un PNC para la matriz de Panama y 5 PNC para la matriz
del Laboratorio de Los Alamos. Debido a la baja cantidad de SFT con PNC su valor de
significancia fue de 31.47 para Panama y 35.19 para Los Alamos, lo cual se establece como
un excelente anclaje (ver figura 20). Estudios reportan la posicion de este FT como 172 segin
la HXB2 (Singh et al., 2021). En ausencia de NF-KB, NFAT pueda regular la expresion del gen
EGRZ2 o inhibir la activacion de NF-KB de la transcripcion del gen EGR2 a traveés de la union

competitiva a secuencias de unién superpuestas o similares (Hokello et al., 2021).

Por otro lado, el SFT NFKB1 no obtuvo ningtin PNC segun el analisis de VESPA. El
programa LASAGNA-Search identificé un total del 90% de los sitios de union para la matriz
de Panama y el 87% para la matriz de Los Alamos en la posicién 363, que se encuentra
relativamente cerca de la posicion reportada en la HXB2 y de estudios in vitro en la posiciéon
350 para este SFT (Qu et al,, 2016). Al ser el Unico SFT sin polimorfismos significativos,
obtuvo el valor de significancia de anclaje mas alto, con un puntaje de 39.02 para Panama y
los Alamos. A pesar, de ser matriz con secuencias distintas, la ausencia de polimorfismos en
el SFT permitié obtener el mismo valor de significancia, enriquecimiento y unién. Estudios

previos in vitro demostraron que NF-kB juega un papel mas importante en la transcripciéon
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del VIH que NFAT; este FT se encarga de inducir y activar otros FT como AP-1 para el inicio
de la transcripcion de virus (Khan et al,, 2012; C. A.-O. Mbondji-Wonje et al., 2018). Nuestros
estudios concuerdan con la identificacion de SFT a nivel in vitro que presentan la secuencia
GGGACTTTCC en un 99% de coincidencia exacta con la secuencia de consenso indicada en
este estudio (Elsheikh, Tang, Li, & Jiang, 2019). Esta misma secuencia nucleotidica fue la

encontrada para la posicion de 363 segun el analisis de identificacion de LASAGNA-Search.

Los resultados de transiciones y transversiones con el programa HIGHLIGHTER
establecieron una notable diferencia entre la cantidad de transiciones por matriz; siendo las
transiciones, la mutacion mas predominante. Probablemente, se debe a es mas factible
sustituir una estructura de un solo anillo (pirimidinas) por otra estructura de un solo anillo
que sustituir un anillo simple por un anillo doble (purinas) (Stoltzfus & Norris, 2015;
Wakeley, 1994). Nuestros resultados concuerdan con la literatura ya que encontramos
mayor cantidad de transiciones que transversiones en los polimorfismos de nucleétido

caracteristico de ambas matrices (tabla 6).

Segun los analisis estadisticos, existe una alta correlacidon negativa (Spearman rho -
0.939 y valor de p <0.001) entre el valor de significancia de anclaje y el numero de secuencias
con polimorfismos de nucle6tido caracteristico (Figura 22). Esta correlaciéon negativa indica
que, a menor polimorfismo, existe una mayor capacidad de anclaje del factor de
transcripcion al sitio de union. Se puede inferir segiin nuestros resultados que si existe una
relacion entre la diversidad genética de los sitios de unién (PNC) y la capacidad de anclaje
de los sitios de union de los factores de transcripcion (VSA). Los SFT SP1 y USF1 fueron lo

que mostraron mayor cantidad de SFT diferentes segiin el método MPP. Incluso, fueron los
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SFT con mayor cantidad de PNC, lo que afect6 su capacidad y significancia de anclaje. Por
otro lado, NFKB1 y NFATC2 obtuvieron la menor cantidad de secuencias diferentes de SFT y
el mayor VSA registrado. Entonces, la diversidad genética estudiada en los SFT (PNC) de
ambas matrices mostraron una correlacion negativa de igual magnitud con respecto al valor

de significancia de anclaje de los factores de transcripcién al sitio de union.

Sin embargo, segun el analisis de CiiiDER todos los VSA de los SFT estudiados
presentaron un anclaje sobrerepresentado (ver figura 20), lo que significa que a pesar de
que la diversidad nucleotidica afecto su capacidad de anclaje, a nivel in silico son
considerados SFT aceptables para el anclaje del FT. Estudios in vitro han sugerido para los
FT GATA, SP, USF las mutaciones puntuales a nivel nucleotidico no afectan de forma drastica
el proceso de transcripcidn, pero mutaciones en los SFT NF-KB y NFAT pueden afectar la
capacidad de los procesos de transcripcion en el VIH-1 (Malcolm, Kam, Pour, & Sadowski,

2008; Yang & Engel, 1993).

Se sabe que la actividad diferencial de la RTL debido a la mutacién o ausencia de un
SFT puede compensarse mediante varios mecanismos, tales como, la ganancia de factores
adicionales, la interaccién entre SFT en estrecha proximidad o la deslocalizacion del SFT (C.
Mbondji-Wonje et al., 2018). Por esta razon, es necesario la realizacién de estudios mas
completos con todo el complejo de proteinas involucradas en el proceso de transcripcién del
VIH-1 en la RTL. Estudios como los presentados en esta tesis, son utiles para contribuir a la
produccion de nuevas estrategias, como en el desarrollo de vacunas y tratamientos

antirretrovirales; basado en la idea de la transactivaciéon, como una forma de activar y
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desactivar la transcripcién y replicacién, en respuesta a los cambios del entorno celular por

medio de factores de transcripcién (Elsheikh et al., 2019).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES &

RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

v Las secuencias nucleotidicas estudiadas de genoma completo procedentes de sujetos
panamenos fueron dominadas por el VIH-1, subtipo B, segin analisis filogenéticos.

v Ladiversidad genética de las regiones RTL 3’ tiene una correlacion negativa con respecto
a el valor de significancia de anclaje del sitio de union al factor de transcripcion.

v El tipo de polimorfismo (PNC) mayoritario fueron las transiciones para ambas matrices
estudiadas; como establece la teoria de seleccion molecular de transiciones y
transversiones. Por lo que, se puede inferir que todos los SFT fueron sobre-
reprepresentados ya que es menos probable que las transiciones den como resultado
sustituciones aminoacidicas y que persistan como "sustituciones silenciosas" en

polimorfismos de un solo nucleotido.
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RECOMENDACIONES

v Serecomienda utilizar una matriz con un mayor numero de secuencias segtin los factores
de transcripcion, para poder asociar una mutacién especifica y establecer si a causa de
ella existe una disminucidn en la capacidad de anclaje.

v' Implementar al disefio experimental la regiéon RTL 5’ de secuencias panameifias y matriz
del Laboratorio de los Alamos.

v" Implementar el modelamiento de proteinas por homologia para observar la interaccion

del factor de transcripcion con el sitio de unién.
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