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Estudiode la evasiénde la respuestainmune citotoxica por el Virusde la Inmunodeficiencia
HumanaTipod (HIVA)y surelaciébnconel tratamiento antirretroviral

Introduccion.EIHIVesel agentecausaldel SIDAEntenderasformasen lasque evadela respuestanmunedel
hospedadores critico para el desarrolloracional de una vacunaefectiva. Aunque la amplia extensiondel
tratamiento antirretroviral es capazde impactar significativamenteen los procesosnaturalesde selecciény
escape pocostrabajoshan estudiadoestatematica. El objetivo de estatesisfue identificar aquellasregiones
virales sometidasa presion de seleccioninmune y evaluarel impacto del tratamiento antirretroviral en su
seleccidry persistencia.

Metodologia y resultados. Mediante analisisestadisticose identificaron 12 mutacionesvirales asociadasa
escapeinmune, 6 de ellasen regionesno caracterizadapreviamentecomo epitopes.Elandlisisde secuencias
obtenidasen los tltimos 20 afiosde epidemiasugiridque variasde ellashanincrementadosu frecuenciahasta
estar presentesen la mayoriade las cepasviralesactuales.La evaluaciénde la respuestainmune péptidor
especificamostrd reconocimiento principalmente de dos péptidos con restriccion para el alelo HLAAO2
(AO2P65y A02P84)uno parael alelo HLAAO3 (A03P28) uno parael alelo HLABO7 (BO7P357)Paralos dos
Ultimos y para AO2P65se demostré que la variante de escapedisminuiael reconocimientopor la respuesta
inmune mientras que, paratodos los casos,se evidencibla capacidadde inducir una respuestapolifuncional
secretoratanto de IFNr womode IL2 y MIP A t. Seevaluétambiénel nivel de agotamientoinmuney, aunque
la técnicade tetrdmerospresentévariosinconvenientesse detecté una mayoriade respuestano exhaustaen
los casosexitosos.Lasecuenciaciomel genviral gag mostré la presenciade escapeviral en la mayoriade los
epitopesanalizadosy sugirié que la positividad de la respuestainmunoldgicaestabaasociadaa una mayor
afinidaddel epitope por el alelo HLAque lo presenta.Al mismotiempo, el andlisisde secuenciade dichogen
viral en muestrasrepetidasde 50 pacientesseparadagor un promediode 3 afios,demostréla presenciade
recambioactivo de variantesviraleshaciael estadode escapedurante el periodode muestreo.Seencontrd
tambiénque la selecciéractivaresultamenosfrecuenteen los pacientesbajotratamientoy el analisisdel virus
en dichospacientessugirid que esto seriadebido a una reducciénsignificativade la capacidadevolutivadel
virus en el contextodel tratamiento altamente efectivo. Finalmente,un analisisfilogenéticomasprofundo de
lassecuenciagstudiadagpermitié datar el inicio de la epidemiadel HIVA en Argentinaen la primeramitad de
ladécadade 1970.

ConclusionesElpresentetrabajo de tesis permitié caracterizaregionesde la proteinaviral Gagde frecuente
reconocimientoinmune sobre las cepasdel HIVA circulantesen nuestraregiony caracterizarsu dindmicaa
nivel poblacionala lo largo de veinte afios de epidemia. El conjunto de datos obtenido de los ensayos
inmunoldgicos confirma la aproximacion estadistica para identificar sitios de reconocimiento inmune
demostrandarespuestasitotoxicaspolifuncionalesnientrasque el estudiode muestrasseriadasn pacientes,
la mayoriade ellosen estadosclinicosavanzadossugiereque la selecciéndel escapeviral se extiendemasalla
de los primerosmomentosde la infeccion.Eneste sentido, el inicio del tratamiento puedetener un beneficio
adicionalal prevenirdichoescapepor reduccionsignificativade la evoluciénviral.

Palabrasclave:HIV,escapenmune,gag, tratamiento, respuestecitotoxica.



Studyof the evasionfrom the cytotoxicimmune responseby the Humanimmunodeficiencyirus
Typed (HIVA) andits relationshipwith the antiretroviral therapy

Introduction. HIVis the etiologicalagentof AIDSTounderstandthe waythe virusevadethe immuneresponse
of the hostis critical for the rational developmentof an effectivevaccine Althoughthe expansiorof treatment
accessis able to shape the natural processof selection and escape,few studies have analyzed this
phenomenon.The objective of the present thesis was to identify viral genomic regions where the virus
undergoesselectiveimmune pressureand to evaluatethe impactthat the antiretroviral therapy may havein
their selectionand persistence.

Methodology and results. A total of 12 viral mutations associatedo immune escapewere identified, six of
them in regionsnot previouslycharacterizedasepitopes.Theanalysisof a set of viral sequence®btainedfrom
samplescollectedin the lasttwenty yearssuggestedhat manyof them haveincreasedheir prevalencen time
until becomethe most prevalentstate of circulatingviral strains. The evaluationof peptide specificimmune
response showed that the main targets of immune recognition were located in two HLAAOZrestricted
epitopes (AO2P65and A02P84),in a HLAAO3restricted one (A03P28)and in a HLABO7restricted one
(BO7P357)For the last two and also for AO2P65we found that the escapemutations significantlyimpair
recognitionby the immuneresponseForall of them, the capacityof stimulatinga polyfunctionalresponseable
to releaselFNr yWiL2 and MIP 4 t was shown. Also, the evaluationof immune exhaustionthrough tetramer
technique showed, in spite of many technicalinconveniencesa low level of exhaustionin the majority of
successfullanalyzedsamplesThesequencingf viral genegag showedthe presenceof escapen the majority
of the epitopesanalyzedand suggestedhat detectionof immuneresponsewasassociatedo a greateraffinity
of the epitope for the HLAallele. At the sametime, the analysisof the sameregion in repeated samples
collectedfrom 50 patientswithin atime period of 3 yearsshowedthe presenceof activereplacementof viral
sequencestoward the escape state. That active replacement seemsto be associatedto the lack of
antiretroviral therapy and the analysisof the virus quasispeciesn under therapy patients suggestedhat the
significantreductionof evolutivecapacityof the virusin the contextof the effectivetherapyis likelythe reason
for that observation.Finally,a deeperphylogeneticanalysisof the sequencesinder studyallowedusto locate
the initiation of the HIVepidemicin Argentinaat the first half of the 1970sdecade.
ConclusionsThepresentthesisallowedusto characterizethe regionsof the viral protein Gagunder frequent
immune recognition at the populationtevel and to characterizetheir dynamicsin the last twenty years of
epidemic. The set of data obtained from the immunologicassaysconfirms the statistical approachof the
identification of sitesunderimmunerecognitionshowingpolyfunctionalcytotoxicresponsesvhile the study of
repeatedsampledrom patientsthat were in their majority in advancedstagesof infection showthat selection
of escapenot only occursin the first stagesof infection. In this sense the initiation of treatment couldhavean
additionalbenefitin preventingthe immuneescapeby significantlyreducingthe evolutivecapacityof the virus.

Keywords: HIV,immuneescapegag, treatment, cytotoxicresponse
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I.1. B Virusde la Inmunodeficienca Humara tipo 1 (HIV 4)

El Virus de la Inmunodeficencia Humana Tipod (HIVA) es el agente etiolégico del Sndrome de
Inmunodeficienéa Adquirida(SIDAY la causade muerte de alrededor de 2 millonesde personaspor
afo[1]. Aunqueel SIDAfue descubiertoen 1981[2,3] y el HIVreconocidocomo el agerte etiol6gic
en 1983 [4] exide un tiempo de circukcion criptica (no detedtada) de varias décadasdurante las
cuaks el virus ya se encortraba circubando en la poblacion humana. EI HIVA preserta una gran
variabilidad gendica resultado de la elevadatasade error de suenzimaTrarscirptasaReversa(RT)[$
gue conducea la generacidénde genoma progeniecon secuen@ distinta a la del genama parental
Estavariabilidadse ve reflejada en la existenciade 9 subtiposdistintos identificablespor analisisde
seclenciay un numero sienpre creciene de FormasRecombinates Circulantes (CRFsidentificadas
Esta ultimas surgen de eventos de recombinadbn entre subtipos distintos y la subsiguiene
disaminaciénen la poblacid. Enlafigura l.1 semuestra la diversidad del HV y surelacibn conotros

virussimilares.

Figural.1. Historia evolutiva de los lentivirus de
primates. S detallan en rojo los grupcs
filogenétices relacionad@ conel HIV:H HIVLy 2,y
los grupos N, O y M del HIVA con los subtipcs
viralesde ege Ultimo grupo.

EIHN de distribucién cosmaolita se encuentraen el llamadogrupo Main, o grupoM. Elsurgimienb
de las cepasde dicho grupofue estimad alrededorde 1930[6] y la llegadade cepasdel subtipoBa

América (aquelbs responsales de las infeccionesque condujeon al desabrimiento del virus) se
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estima que ha ocurrido haci finalesde la décadade 1960([7], varios afiosantes de que los primeras
casa de SIDAfueran detectados. Una segundaintroducciondel HIV al continente Americano tuvo
gue haberocurrido ya que cepasdel suktipo Ftambién circulanen alta prevalenciaen el continente

y en particularbajo la formade recombhnantesconel subtipoB[8 4.0].

|.2. H inicio de la epidemia en Argentina

En Argentina los primeros casosde SDA fueron detectados brevemente despuésde que fuera
identificado por primera vezen los Estalos Unidos.Sempre se supusoque aquellosprimeros cass
detectados en nuestro pais eran simportadosZ, es decir, el resultado de infeccionesque habian
ocurrido en los EstadosUnidos. Sinembargo, el origen de la epidemiadel HIV en nuestra regitn
nunc fue analiado profundamente y el Unico conocimiento hasta el momento corsiste en que
aqudlos primeros casosocurrieron en los comienos de la década de 1980 basadosen registrcs
epidemioldgicos.Eneste punto, resultaimportante recordarque variosestudios de diversidadviral
han demostradoque la epidemia del HV en Argentina estaconstituida por alrededor de un 50%de
variantesde suhtipo By un 50%de recambinantesentre los subtiposBy F[9,1143]. Porlo tanto, los
casa importados de los Estalos Unidossolamenteexplicarianel 50%de nuestra epidemia mientras
gue la introduccion del subtipo F asi como el surgimiento de las recombinantes BF permanee

desonocido.

La circulacion de recombirantes BF es una caraderistica comin de las epidemiasdel HIV en
Sudamérica aunque la prevalencia de los distintos subtipos parece diferir entre regiones [12].
Mientras que en Argentina circulan en igual prevalencia tanto variants del subtipo B como
recombinantesBF como se menciondanteriormente, en Brasilen cambio,parecehabe una maya
prevalenciade variantesdel subtipo By lasrecombiantesBFegan conformadasprincipalmentepor
regiones gendémcas de sultipo B [14 47]. Estaultima obsenacion resulta interesane porque la
mayoria de las recombinarnes BF de Argentina estan consttuidas principalmente por regiones

gendmicasde subtipo F.

Conrespectoal inicio de las epidemias,dos estudics previosrealizadosen Brasil estimaon a través
de metodologiadilogenética el origende lasepidemiasde subtipo By Fen esepaisen el comieno
de la décadade 1960, el primero, y en el comienzode la décadade 1980el segundo[18,19]. Sieste
fuera el casotambién para Argentina, la elevadaprevalenciade recombirantes BFa mediadosde
1980 no podria ser expliada. Estas observacioes sugieren que, aunque los ca®s de SIDA

comenzarona ser detectads al mismo tiempo en ambos pai®s, deben existir diferenciasen los
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primeros eventos de la colonizacion que condugron luego a epidemblogias moleculares tan

diferentes.

|.3. Caracteridicasestructuralesdel HIVd

Cono todoslosretrovirus,el HIVA poses un genonma de ARNcaodificante para tres genes principales
Elde lasproteinas estructurdesinteriores (Gag, el codificantepara las proteinasde replicacion(Pol)
y el de las proteinasde envoltura (Eny. Otros 6 genes codificantes para proteinasdenominada
accesorias competan el conunto de 9 genesque lo constituyen. Enla figura I.2. se eqqguematizael

genamaviral conlos marcosabiertosde lecturade los genesvirales.

Figura |.2. Mapa de HXB2 secuenciareferenciadel HIV i subtipo B. Sedetallala posiciénde comienzoy
fin del marco abierto de lecturade cadagen.EIHXB2esutilizado comoreferenciaparaindicar
posicionesen el genomadel HIVA, por ejemplo, puntosde recombinacion.

Lascaracteristi@as generalesdel virién del HIV pueden observae en la figura 1.3. Envielto por una
bicgpa lipidica derivada de la membrana de la céula hospedidora, posee en ella a la proteina
transmembrana(TM (gp41),geneny) y unida a ella la glicoprotina de superficie (SU(gp 120),gen
enV). Ensuinterior contieneuna capsia conicaproteicaconstituida por 2000 copiasde la proteina

delacapside(CA gengag).

Figural.3. Esquemalel virion maduro del HIVA rodeadopor
las proteinasviralesesructuralmente caracteriadas

presentesendichovirion.
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Entre la bicapalipidicay la capside se encuentrala proteinade la matriz (MA, gengag), constituica
por 2000 unidades. Dentrode la cipsidese encuentan dos copiasdel genana de ARNde polaridad
positiva estabilizadas como complejo ribonucleoprdeico con unas 2000 copias de la proteinade la
nuckeocapside(NC, gen gag) y tres enzmas esencales: la proteasa(PR,gen pol), la transcriptas.
reversa(RT,genpol) y la integrasa(IN, gen pol). LasproteinasaccesoriasNef, Vif y Vpr también se
empaquetan en el viribn mientras que las proteinasVpu, Taty Revsolo se encuentranen la célula

infectada.

l.4. H ciclode replicacin

Elcido de replicaciéndel HV siguelos pasosclasicode un retrovirus, detallado enlafigura 1.4.

Figual.4. Pasoxlavesdel ciclo de replicacbn del HIVA.

Inicielmente se producela adsorcionde la particulaviral a la célula blancoa travésde la interaccitn
de su proteina de superftie (gpl20) con el receptor celdar, en este caso, el dominio de
inmunoglobulinaN terminal de la moléala de CD4.Como conse&uenciade este hecho,el HIVposee
tropismo por los linfocitos » T helpaZ ((D4+), por los macréfags y por las célulasdendriticas,como

blanco principaks, entre otros gruposcelulares.Peao a diferencia de otros retrovirus, los lentivirus
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de primates requieren proteinas de superficie adicionales de la membrana viral y celular para

promoverla fusion. Parael HIV estasproteinassonlos quimiorreceptoresC>CR4y CCR%20 22].

Lue@ de lafusion de membranasy la penetracionde la nucleo@psidese produceel desudamienb
gue consiste en el desensablado de la capsidey la liberacbn del complejo ribonucleoproteico
conteniendo el genomaal interior celuar. Al mismo tiempo se produce la retrotranscripcion del
genana de ARNa ADNIlevado a cabo principalmene por la enzimaviral RT pero acampanadopor

lasproteinasNC.

Unavezretrotranscriptoel genomaa ADN, esllevad al nacleocelular por transporteactivo comoun
complejo de preintegracién compuestopor el geroma viral (ahora ADN) la RT,MA y la IN, en
asocacion con proteinas celulares. Luego, el genama viral es integrado al genomacelular por la

actividad catalitica de la enzima viral IN.

Lafase tardiadel ciclode replicacibncomienzacon la sintesisde transcriptacs mMARNprocesadosy no
procesadospor splicing Losprimerosson los codificantes paralas proteinas regulatorias Nef, Taty
Rev. Tat actia como factor de transcripcion potenciandola. Rev permite que transcriptos no
procesadoslleguen al citoplasmapara poder sintetizar el precursor proteico Gagpol que es clivach
por la enzimaviral PRparadar, por un lado, la poliproteinaviral Gagy por otro lado lasenzimasPR
RTeIN.

Las proteinas de envoltura son sintetizadas en el Reticulo Endoplasmatto (RE)a partir de un
mensajero viral procesadoque codifica para una poliproteina (gp160) que luego es clivada por
proteasascelulaes para generar las proteinasvirales gp41y gp120. Cono las moléallas de CDt
también sonsintetizadasen el REesimportante el rol de lasproteinasvirales Nefy Vpuen promove
la degradacionde las mismas, que de otra forma interactuarianprematuranente con las proteinas
virales de envoltura inhibiendo su translocaciéna la membranacelularo la formaciéndel complep

funcionalgp41gp120[23].

Para producir la particula viral, el extremo miristolado del dominio MA de la poliproteina Gag
interactla diredamente con la membrana celula y con la cola citoplasmatica de gp41 (TM).
Aproximadamere 1200 a 2000 copiasde Gag brotan para formar una particula inmadura que
encegpsidados copiasde geroma viral. Subsecuentenente la proteinaviral PR clivaa Gag generana

lasproteinasMA, CAy NCresultandoasiunaparticul viral madua e infectiva.
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|.5. H cursonatural dela infeccion

Al momento de la infecciénpor el HIVla cantidadde virus en plasma(medido como cargaviral, C\j
aumenta bruscanente y esacompanadagpor unafuerte respuesa inmune citotdxicaque contieneel
aumento de CVy lareducea un nivel relativamente establealrededor del cual permanesera durante
un periodo de varios afiosdurante el curso natural de la infeccién hastala progresiona SDA.Eneste
momento el valor de CVaumentararapidamenteal mismotiempo que los nivelesde linfocitos CB4
disminuirdn abruptamente. En la figural.5. seesquematizala evolucionde los valoresde CD4y CVa

lo largodel cursode lainfecddn por el HV 4.

Los mecanismospor los cuales el HV causala enfermedad no se han identificacb de forma
conduyente. Exsten dosteoriasacercade los misnos. Unaafirma que la causaes directamentela
deplecion de linfocitos CD4resultante de la infecddn por el virus. La otra teoria sogiene que el
efecto masimportante causl de la enfermedadno esla misma muerte de los linfocitos CD4si no
gue es el deterioro de lasfuncionescelularesinducdas indirectamente por el virus, tal veza través

de unarespuestanmuneaberrante.

Cono semencimo anteriorente, el tropismodel HIV A estadeterminado por la distribucionde las
proteinascelulaes que le permiten ingresara la célula. Asi,el HIVAL no solo es capa de infectar
linfocitos T helper (CD4+)si no también macrofgos, célubs dendritias y célulss foliculares
dendriticas. Todbs los tipos celularesafectadosjuegan un papd muy importante en la persistenca
del virus en el organismoenfrentando toda respuesta inmune montada por el hospeddor y todo

tipo de régimenantirretroviral.

Figura 1.5. Variaddn de los
valoresde CD4y Caga Viral (C\)
(marcadores del curso de la
infeccbn por HNVA) con el
progreo de la infeccién hacia
SIDA.

Lareplicaciénviral en lascélulas T CD4es maseficiente y rapida que en cualquieradel resto de las

céluls susceptilbes, pero dichascélulasinfectadasno sobreviven masde uno o dosdias funcionales
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para mantener una replicacion viral. Esto implicafia que un tratamiento antirretroviral eficiente
podria erradicarel virus del organismosi se adminstrara durarte, por ejemplo, una semana, hasta
gue se hubiera producido el recambb completo de células infectadas por nueva células no
infetadas.Esen esteaspecb que el reso de lostipos celularesresultarelevante. Enlafigural.6. se
muestran los distintos tipos celularesque sonsuscepiblesalainfeccionpor el HIVA y suaportealos

niveles de cargaviral.

Estuliosrealizads indicarian que los macréfagosson menossuseptiblesa la citopatogenicidadviral
manteniendouna produccit viral permanente cuardo la poblacién T decae Loslinfocitos T CD4en
fase G1 sonfocos de unabagja produccn viral pero su vida media es mucho mayorque la de los T
activos. Por otro lado, los linfocitos T CD4 quiescetes (no activos) son susceptiblesa la infeccitn
pero no permisios a la replicacionviral y por lo tanto constituyen resenorios latentes que ante
cuabuier eventoquelosactive (por ejemplo vacunaion o infecddn de cualaquier tipo que estimulela
respuestainmune) se convieaten en focos de produccion viral. La vida media de estetipo celulares
de varios afosal igual que la de las células foliculares dendriticas y por eso estosdos gruposson

grardesrespongblesde laimposibilidadde erradica el virusdel organismoque lo porta.

Figura 1.6. Los reservorios
virales del HIVA y su
contribucién a los niveles de
viremia. Basado en estudios
realizados mediarte la
aplicacion de tratamientos
antirretrovirales de alta eficacia
(HAART).

|.6. BH escapea la respuestainmune

Losestudiosde dindmicade replicaciondel HIVA in vivo indican que para mantener los nivelesde

viremia observalos frente a la reducidavida mediade las céluls blancodel virus, debe existir una
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alta tasade infeccidn de células nuevasy por lo tanto una elevada tasade producciénviral [24,25]
Estacaracteristia, combinala con la alta tasade mutacién que ocurre durante la retrotranscripcid
asegira que los individuos infectados con el virus posean una complep y diversa mezclade
guasespecieyvirales[26],cada unadifiriendo de la otra en unao masmutadones.Enla figural.7. se
resumnen losresutadosde estos estudics. Poresoesentendibleque si algura mutacionque confiere

ventaja selectivaal virusque la porta, la mismaemergerapor sobre el resto[27 29].

Figural.7. Dinamia de la replicacion viral del HIVd in vivo.

Enlos dltimos afios se ha demostrado que la resplestainmune de un padente infectado con HV
puede modelarla evoluciondel virus al selecciona variantesque escapa a la respwesta inmune
humoral[30] y celular[31A45] a través del procesode mutacidn. La mayaia de los trabajos han
analzadola seleccionde es@pe a la respuestacelula de linfocitos citotdxicos (CTL)esdecir,aquela
gue reconoceepitopes virales a través de las moléculasde los genesHLA de clasel (de aquien
adebnte alelosHLA?).Debio a que las diferentesproteinasexpresadaspor diferentes alelosHLA
reconocen motivos aminoacidicos particulares, las variantes de escapeseleccionada durante el
cur de la infeccion son distintas entre individuocs portadores de distintos alelos HLA. Al mismo
tiempo es esperble que individuos portadoresde los mismosalelos HLAseleccionenvariantesdel
HIV con las mismas mutaciones de escge en su secuenciaaminoacidica Dicha asociaion entre la
variacion de un aminodcia en un sitio particular del proteoma del HV (de aqui en adelane
«polimorfismoZ)y el alelo HLA del paciente infectacb ha sido demostradaen 2002 por Moore et al

[34]. En ese trabajo se demostro que existe una asociacionestadisticaentre los alelos de HLAy
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distintos polimorfismosde la secuenciaviral a nivel poblacional El principio de dichaasociacionse

esqematizaenlafigural.8.

Figura 1.8. Esqiematizaciondel principio de asociacid entre polimorfismosviralesy alelosde los genes
HLAcuandoel polimorfismo esunamutacion de escapea la respuestainmune mediadapor estos
genes.Enlafigura,lasparticulasvirales enrojo representanvariantes portadorasde la mutaciénde

escapede maneraque unavariantesalaje (hacialaizquierdade la figura) cuardo infectaun individuo
conundeterminadoalelo (en esteca A02)sufreunapresionde selecciomue puedeconducir al
surgimientode unavariarte de escapea dichoalelo,mientrasque enlosindividuosqueno portan el
alelolo masprobablees que esamutacionno aparezca.Deesa manera,en un andlisisa nivel
poblacionalla presenciade la mutaciénde escaperesuta asociadaa la presenciadel aleloen el individuo
infectado. Estaasodacionsepuede identificarmedianteel calculodel ORque, cuandoes
signifiativamentemayor a 1, sugere la asocia@®n mencioreda.

|.7. Metodologia para la identificacion de mutacionesde escape

El andlisis de asociacidonentre alelos HLA 'y polimorfismos virales puede ser utilizado como una
herramienta Gtil parala identificacionde epitopesde reconociniento CTLen el HIV.Lacaracteristia
prindpal de este tipo de estudios consiste en poder realizarun andlisisestadisticoque permita
manejar grandesconjuntosde datose incluyacorreccionesde comparaciores multiples parareducr
la probabilidadde falsospositivos. Sibien el trabajo de Moore [34] cumpla ampliamente con este
requisito, unacriticaque serealizdéa sutrabajoposteriormente fue que no considerabdas relaciones
filogenéticasentre lassecuaciasviralesque analizda; esdecir,si un conjurto de secuaciasdel HV
compartian el mismo polimorfismo asunia que dicha variacionhabiasurgdo indeperdientemente
en cada una de lassecuenas analizada y no consierabala posibilidadde que fueranun caracte
derivado de un mismoancesro comun.De estamanera, si un conjunto de secuenciasompartianel

mismo ancestrocominy ademaslos individuosinfectadoscon ellas compatian uno o variosalelos
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HLAentoncespodia surgir una asociaabn estadistca ficticia al considera que los polimorfismaos
compartidos por dichassecienciasreladonadashabian emergic independentementeen cadauno
de los individucs portadoresdel mismo alelo de HLA. Enun principio este serrorZ pareciabastane
improbable ya que implica que cepasdel HIV relacionadasinfecten individuos genéticamene
similares. Sinembargo, Bhatacharyaet al en 200746] desarrdlaron una scorreccionfilogenétic&
para los resultados de asodacién estadistica para la identificacion de mutantes de escape CTLy
demostraron que la mayoriade las asogacionesidentificadaspor Moore en 2002 podian explicare
por dichofenémeno. Espor ello que actualmentese considerague estetipo de estudiosdebeincluir
unareconstrucabn de la historia evolutiva medianteandlisisfilogenéticode las secuenas analizada

paraevitar falsospositivosen los estudics de asocia@®n estadistta.

1.8. Dindmicade la sele@ion y transmisionde mutacionesde es@pe

Mientras que la correccidnfilogenéticadesarrollag por Battacharya[46] resultaimportante para
estudios poblacbnales,a nivel de individuo trabajosposterioresal de Moore demostrara en analiss
longitudinales la dindmica de seleccid de las variantes de escape[34]. Dichos trabajos han
demostrado la rapida selecodn de mutacionesque disminuyenla afinidad del péptido viral por la
moléculadel HLA en la célula presentaara[47 ¥9] o por el Recgtor de CéldasT (TCREspecificoen
la cdula citotdxica[41], el impacto negaivo que alguinasde estas mutaciones tienen en la capacida
replicativa del virus[50], la identificacionde mutacianes que compensandicha capacida replicativa
[36,51 63],y la capacidadde variantesde escapede ser transmitidasa otros individuos[54] e incluso
de persistir en ausenciade la presion selectiva(en individuos que no poseen el HLA que las
seleciona)siend esto Gltimo muy frecuente paramutacionesque no tienen efecto deletéreo sobre
la cgpacidadreplicativadel virus[36,5163,55]. Tocb este conjunto de desaibrimientostienen gran
implicanciaen el disefiode una vacunaya que seriainteresanteestimularla respuestanmune de un
individuo para que reconocera regiones del virus frente a las cuales,en caso de escaar, viera su
capaidad replicativa signifiativamente disminuidap6]. Otraimplicanciade estosresutadoses que
el HV podria estar adaptandose progresivamentea la respuesta inmune de la poblacion donde
circua adquirierdo mutacianes que reducen la cgpacidad de reconocimento por los HLAde los
individuos de dicha poblacbn. De hecho, recientemente se ha encontrado evidenca de que la
mayoria de lasmutacionesque serianconsideradagescap&en un individuo (de acuera alosalelos
HLAque poseey a la mutacion particular del virus) habrian sido en realidad transmitidas y no
selecionadasen el individuo infectado[57]. Estasconclusionesse apoyanen la ventajade dispone
de la secuenciadel virus que porta el individuo transmisory contradice observacioes también

recientes de Brumme et al [31] que sugerian que la mayoriade las mutaconesasociads al escae
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viral emergianseleccionadagor la respuestacitotoxica del individuo. Concetamente,la conclusid
a la que llegaran Brummey colaboraares resultd de ver el surgimiento en el tiempo de varias
mutacionesde escapeen estudioslongitudinalespero ademasde suponergque aquellosaminoacids
presentes en el virus que disminuyean la afinidad del epitope viral por alguno de los HLA
particularesdel paciente habian emergdo en ese paciente aun sin tener evidenciade la existenca
previa de la variantes *salvgeZ del epitope. Estasuposicionse sustentabaen considesr altamente
improbable que un individuo tuviera al mismo tiempo «la mutacion de es@peZ y «el alelo del cud
escgaZ solamerte por azar.Sinembarg, los nuevas estudiosdonde se disponiade la secuenciadel
virus tanto del individuo que lo transnitié como del individuo que fue infectado (en las llamadas
parefs de transmision) permitieron conocer si la supuestamutacion emergio en el individuo

receptor o fue transmitida;y de hecho,observanque la mayoriafuerontransmitidas.

Estcs resultadossustentanla inquietante teoria de que las mutacionesde escapesontransmitidasy
perssten con muchamasfadlidady con mayorfrecuenciade lo que secreia,apoyandolateoriamas
geneal de que la respuestainmune poblacionalpuede moldea la evolucdn del HIVy que el virus
podria estar adgptandose progresivanente a dicha respuestahasta ser significativanente menaos
reconocido en los nuevosindividuos infectados. Se muestra también la importanciade estudia
profundamenteel evento de transmisid para entender el futuro de la epidemia del HIV.Estoes
particularmente importante porque se ha demostrado que exige unafuerte selecciénde variantes
del HIV en el momento de la transmisén, lo que se traduce en una signifcativa disminucion de la
variabilidad y se constituye ademas como un escenario ideal para edudiar el desarrollo de

potencialesvacuwnasy drogas(comomicrobicidas)que prevengan la transmison[58].

El primer trabajo en demostrar la dramatica disminucion de la diversida viral en el evento de
transmision fue el desarrolbdo por Derdreyn et al [59] donde, analizand filogenétcamente las
seclencias del gen env del virus HIV que portaban tanto el transmisorcomo el receptor en un
conjunto de 8 parejas de transmisiénestimaron que en la mayoria de los casosla infeccionen el
individuo recepior podria atribuirse solamente a una variante viral del conjunto de variantes que
portaba el individuo transmisor. Estosresultadosfueron confirmados mas adelane analizan@d
seclenciasde genomaconpleto del virus también en parejasde transmisid[60,61].Lcs resultadas
obtenidos por Derdeyn et al sugeriam también que las secuencias transmitidas del gen ernv
(codficante parala proteinade envoltura) poseiancaracteristias particulaes, distintasde aquellas
presentesen el estadiocrénico de lainfeccién.De hecho, posteriormente sedemostréen ensayosn
vitro los diferentes gradosde sensibildad a la neutralizacion por anticuepos de estas variantes

transmitidasdel gen en\[62,63]. Alnmas, un estudio recientedemostro que pacientescon mayores
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niveles de activacién inmune (debido por ejempb a infeccicnes agudasde transmsidn sexua)
tienden a infectarse con un mayor nimero de variantes. Esdecir, gue una mayor activacionde las

célubs blancodel HIVen mucosasfacilitariala infecaon[64].

El egudio de este tipo de pacientesrelacionadosamplio significativamente las posbilidades de
analsis de la dinAmicade selecciény transmisionde variantes de escap. El primer trabajo fue
publicadoen 2005 por Leslieet al [54,65] que demastré la reversién de una mutacionde escapeen
un epitope particular de la proteina Gag (con restriccion para HLAB57) luego del evento de
transmision a un individuo que no posda el alelo HLA B57.Esbs primerosresultadossugerianuna
relevancialimitada a nivel del individuo paralasmutacionesde escapeyaque se suponarevertianal
sertransmitidaa un individuo condiferentes alelosHLA (eventoaltamente probablecorsiderandola
naturalezaaltamente polimoérfica del gen HLA).Sinembargo,trabajosposteriores demastraron que,
luego del evento de transmisién, otras mutaciores de escag son capaes de persstir y dicha
persstencia es posible grecias a la aparicion de las anteriormente mencionadas mutaciones

compensatoriasp6,53,66].

Elegudio de la selecciony transmisionde mutacianes de escge en el contexto de una parejade
transmisionha posibilitadotambién evalar suimpacto en pardmetros clinios comola cargaviral. S
bien trabajosprevios analizaon la positilidad de una relaciénentre las mutacionesde escapey los
niveles de virus en sangre,la variabilichd de este parametro en la infeccbn natural dificultaba el
analsis[32,6769]. Al estudiar el virus en parejasde transmisbn puede compararsela cargaviral
genegada por el mismo virus en dos pacientesdiferentes y facilitar la deteccion de diferencias
asocadas a las mutacionesde escape Estosestudios reciertes han demostrado que los virus
portadoresde este tipo de mutacionestiendena generar una infecciébncon cargasvirales menores
independienterrente de los alelosdel gen HLAque poseael individuo infectado [70] aunque un peor
pronésticoesasciadoa la infecciéncon variantesdel HIVportadorasde mutacionesde escapepara
losalelosde HLAque poseeel individuoinfectado.Dichascargasviralesreducidaspor la presenciade
mutacionesde escapeaparentemente pueden serincrementads por el surgimiento de mutaciones
compensatoriasB3]. Inclusodostrabajo hanllegadoa sugerirun incrementalo riesgode transmisid
en parejas seradiscordantesque compaten alelosdel gen HLA aunque ese resultaco deberase

confirmado por estudiospogeriores[7172].

1.9. Evidenciareciente acerca de la adaptacion del HIV a la respuesa inmune
poblacional

Un trabajo reciente ha estudiado la hipotesis de adaptacid del virus a la respuesta inmune

poblacional,reanalizandograndesconjuntos de datos proveniertesde 9 centros en un meta analiss
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conalrededorde 2800pacintes. Enel mismo confirman lasasaiacionespreviamentedescriptas[38
y encuentran una asociacid positiva entre la prevalenciadel alelo B51y la prevdencia de la

mutaciénde es@pe 1135Xen lasdistintas poblaciones estudiada (Figural .9)).

Figura 1.9. Prevdenciade la mutante de escapel135Xal
alelo B51en un estudio de 9 cohortes con masde 2800
individuos[38].

Por otro lado, también se sugirié la influencia de la respuesté inmune mediada por HLAen los
primeros momentos de la diversificacid del HIV[73 y una mayor diversifiacion viral en individucs
que poseenalelos HLAde baja prevalencia[74]. Eske Ultimo dato debe interpretarse considerana
quesi la hipotess de que el HIV se ha adaptado en cierto gradoa la respuest inmunepoblacionales
valida, es probable que lo haya hechopara los alelos masprevalentesy en aquellospacientescon
alelos srarosZ aun se veriaforzadoa escapary por lo tanto a diversificase. Estosresultados son
importantes para entender la interacéén del HV con la poblacién en la que circula pero se
encuentran limitadospor la incapacidadde seguiral virus a medida que se propagaen una poblacid
nueva. Actualmente seconsdera casiun hechoque lasrespuesas CTLmoddan la diversidad del HV
a nivel poblacioral. Poreso,estudiosmas profundosacercadel origendel HIV'y su evolucidn dentro
y entre poblacimesesesendal paraentender la patogénesisdel virus e imperativo parael disefiode

intervencioneseficientescomo unavacwna[75].

1.10. Breve resefia acerca del tratamiento antirretroviral y el desarrollo de
resistencia

Mediante el tratamiento antirretroviral los nivelesde CV pueden reducirse, idealmerte, a niveles
indetectablesy consecuentenente incrementar los nivelesde CD4, inclusoa nivelessimilaresalosde
los individuosno infectados[76]. Asi,los parametios de CVy (D4 sirvenpara seguirel cursode la
infeccion y la eficienciadel tratamiento antirretroviral, guiandoen la toma de decisiores durante la

terapéutica.
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Losantiviralesutilizadosen el tratamiento se pueden clasificarde acuerdoal blancode accién.Lcs
primeros utilizados fueron los llamadosInhibidoresNucleosidios de la Transcriptasa(NRTI),cuyo
blanco esel sitio activode la enzimaRT.Elsegundogrupo sonlos Inhibidores no Nucleaidicosde la
Trarscriptasa(NNRTI)cuyo blanco es también la RTpero no su sitio activa Eltercer grupo sonlos
Inhibidores de la Proteasa(Pl), enzimaviral involucdada en procesamient® post traduccionalesde
productos virales. En los ultimos afios se han desarrollados nuevos antirretrovirales que atacan
nuewos blancosviralesentre los que se cuentanlos Inhibidoresde la Integrasa y los Inhibidoresde la

Fuson.

1.11. Impactodel fendmeno de resstenciaen la terapéutica

La disminucion de la efectividad del tratamiento para contener la replicacién viral muy
probablementese debaa la seleccidonde unavariant resistenteal/los antiviral/es adminstradosque
emerge y prevalece por sobre el resto. Y debido a que las variants del HIV resistentes
frecuentemente presentanresistenciaa varias clases de drogas antirretrovirales[77]y a que la
resigenciacruzala entre drogasde unamismaclaseesfrecuent [78 B0], la emergenciade variantes
resigentesresuta serun problemagrave que siempre compli@ nuevosesfuerzospara controlar la

replicacionviral.

Sinembargo,si bien en un medio dondeexistepresibn de selec@dn antiviral lasvariantes portadoras
de mutacionesasociadasa resistenciatienen una cgpacidadreplicativa (fitnessviral) superior; en un
medio libre de esta presion de selecodbn dicho fitnessviral es, en geneil, menor que el de las
variantes salvajes (wild type, no resistentes)[8183]. Estotiene consecuenias inmediatas: por un
lado implicaque cuandoa un individuo que se enauentra bajo falla terapéutica se le interrumpe el
tratamiento, lasvariantesresistentes(predominantes) debenser reemplazaaspor la forma salvaje
Y por otro lado, que cuandoun individuo seinfecte con variantes resistentes (esdecir,un eventode
transmisionde resistencia)jas mismasno deberianpersistirmucho tiempo en este nuevo individuo

infectado.
1.12. Objetivas del proyecto y condruccionde la hipotesisde trabajo

[.12.1. Laimportanciade estudiar la relacion entre el tratamiento antirretroviral y la respuesta

inmune, basede los objetivos de la presente tesisde doctorado.

Tanb la respuesta inmune HIVespedfica como el tratamiento antirretroviral son formas de
contrarrestarla replicacionviral, siendola primera una forma natural y la sesgundauna forma que

podemos llamar artificial. Larespuestainmune, al igual que el tratamiento antirretroviral, poseen
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espeificidad por el virus y selecciona variantes de escapeque pueden transmitirse a otros
individuos. La diferenciaentre ambasrespuestases que la regpuestainmune actia en todos los
individuos infedados mientras que la respuesta por antirretrovirales solamente en aquellos
individuos diagrosticadosy en particular aquellosque cumplen criterio de inicio de tratamiento.
Incluso, del conjunto que cumple con el criterio, debe aclarare que nuna el total de ellostiene
acceso al tratamiento. Estosugiere que la respuestanmunesera muchomas potente para modelar
la evolucién del virus a nivel poblacional. Sin embargo, la transmsidn de resistencia a
antirretrovirales ha sido ampliamente descriptay estudios redentes sugeren que seria también
capa de modekr la evolucdn de las variantes del HIV a nivel poblacional Conla ampliacion del
testeo y el acce® al tratamiento antirretroviral, sumado a la tendenciaa iniciar tratamiento cadavez
mastempranodebido a la reducciénde la toxicidad de los medicamentosutilizados,en un futuro
cerano la mayaiade la poblaciéninfecdadase enmntrara bajo tratamiento. Poresoconsideramos
gue resultade gran importancia estudia cémo estafuerte presén de seleccion artificial ejercidaa
nivel poblacionalpuedeafedar y/o interactuarcon la respuestanmune montada por los individuos
infectadosque se encuentran bajo tratamiento; y en particularcon la selec@dn y persisenciade las

mutacionesde escapeCTL.

So6lo unos pooos estudios han analiado la relacién entre el escape CTLy el tratamiento
antirretroviral [84 B86] aunque fallanen alcanzarun nimeroimportante de muestrasandizadaspara
pemitir extrapdacion a nivel poblaciaal [84] y la mayoriade ellos estudian las proteinas RTy
Proteasa que no son consderadasentre los blancos mas importantes de la respuesta inmune
[85,86]. Por lo tanto, exisie un gran vacio de informacién necesariaacerca del impacto del

tratamiento enla persistenca de lasmutacionesde escapeCTL.

[.122. Elobjetivo general

Caraterizarlos epitopesvirales que estén sometida a presidninmune citotdxicay que son capaces
de evadir la regpuesta selecionando mutacionesde escape,y evaluarel impacto del tratamiento

antirretroviral en la persistertiadichasmutantes.

1.12.3. Lahipétesis de trabajo

Nuedra hipétesis de trabajo fue que ¢la desestimuacion de la respuestainmune HIVespecificague
es consecuenciale la significativa reduccion de la carga viral debido a la eficienciadel tratamiento
antirretroviral favorece la reversion de las variartes de escge a la respuesta citotoxica haca

variantes salvajes, mejor adgptadasa la replicaciénviral.Z
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I.12 4. Losobjetivos especifcos

Caracterizafa poblaciénbajo estudio

Identificar mediante analsisestadistto laspotencialesmutacionesde escape CTL
Confirmarlas mutaciones identificadas medianteensayosnmunolégicosn vitro
Caracterizaarespuestanmuneespecificafrente a estasvariantes

Bvaluarla dinamicade esas mutacicnesen el cursode la epidemiadel HV en Argenina

o g M w NP

Determinar el posible impacto del tratamiento antirretroviral en la seleccion/peasistenciade
estas mutaciones analiando los genomas virales presentes en paciertes antesy despuésde

iniciar el tratamiento
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Il. MATERIALEBMETODOS




II.1. Poblaciénbajo estudio

El criterio de inclusion para el presente trabgo consisti6 en ser individuo recientemente
diagnosticadoportador del HIV. EImuedreo serealizd sobrelos pacientesque asistierona la seccid
de Inmunocompometidosdel HospitalRamosMejia de CapitalFederal,la cual operatambién como
Cento de Teste Voluntarb. Estapoblacion fue previamente caracterizaé por nuesro grupo en
términosde prevalenciade resistencigprimariaa antirretrovirales [87] y suktiposviralesde lascepas
presentesen los pacienteg9]. Engeneml esunapoblaciénque,comosueleserel casoen paisesel
tercer mundo, se encuentraen estadosavanzadogie la infeccbn al momento del diagnéstico. De
heclo, en unos de los trabajos antes citados se estim6é medante la técnica de Deune que la
prevalenciade infeccionesrecienteseraalrededordel 10%.Lapoblaciénsude sermayaitariamente
heterosexualaunque la poblacion HSH(hombresgue tienen sexo con hombres) puede rondar el
25%.Losestudis de caracerizacionmolecular del virus han demostradoque el mismo suele ser
mayoritariamente recombirante BFmientras que variantesdel subtipo Brondan el 30% Elpresene
proyecto ha sido presentadoy aprobad por el Conité de Bioéticade la Facultad de Medicinade la
Universidadde BuenosAires(OHRRef num: IORG004063).

[1.2. Procesanento de las muestras

Lasmuestrasde sangreperiférica obtenidas por puncién venosade los individuosinvolucradosen el
estudio se recibieron en tubos conteniendo EDRA como anticoagulante Previa agtacion para
homogeneizar,se separéuna alicuotade 1 ml para realizarlas mediciones de CD4.Elresto de la
muestra se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos. El sdbrenadante (plasma)se alicuoté en
fracdonesde 1 ml en criotubos. Unade las fracciones fue utilizada pararealizar lasmedicionesde CV
y el restosealmacendéa #0°C.Elcentrifugadosediluyé al medio con buffer PBSy se separaronlas
células mononudearesde sangre periférica (CMSPspor gradiente de FicollHypaque:Se centrifugd
el diluido sobre 3 ml de solucién de Ficoll a 2500 rpm por 15 minutos sin freno. La banda
correspondientea las CMSR se separ6a un tubo falconde 15 ml y sellevé a un volumen de 15 ml
con PBS.Setomé una alicwota de 0,5 ml y se contaron las OMSPsen camara de Neubawer. La
susgensionde QM SPsse lavd por centrifugaciona 1700 rpm durante 5 minutos y el pellet obtenido
seresuspendiden el volumen adecuadgparaalicuotar en criotubos de 2 ml fraccionesde 6 millones
y de 2 millonesde CMSPs& centrifugdnuevamene a 1700rpm durante 5 minutosy las fracciones
de 2 millonesse secaronpara obtenerlas CMSPgomo pellet seco, mientras que lasfraccionesde 6

millonessecongelaron de acuerdo ala metodologiadescriptaa continuacion
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11.3. Congelaa de células

Lascélulasque se deseancongelar se las resuspenle en medio RPMla una concentacion de 10
millones por mililitro. Luegose distribuyen en criotubos de 2ml (Greinerbio pne 126) en fracciones
de 500 a 700 ul (5 a 7 millones de células por tubo). Finalmeite se agre@ igual volumen de una
soluwidn de Sueo Fetal Bovino (SFB)20% DMSOen forma de goteo suave mientras se agita
intensamentela suspensiércelular. Unavezfinalizado el goteo de la solucidh mencionala semezch
rapidamentetodo el contenido y se colocaen sistama Mr Frosy (5100Cryo1°CFreeziig Container
"Mr. Frosty")que permite retardarel tiempo de congelaciony se lo almacerma *0°C.ldealmentese
las transfierea un sistemade nitrégeno liquido en los diassiguientes aungue una demora de 4 6

meses estambién posible.

II.4. Descong&ado de cdulas

Los criotubos de las célulasa desconglar son llevados rapidamente a un bafio a 37°C a fin de
acekrar el desongelamienb. Unavez descongelads, se dispensa el contenido en forma de lento
goteo sobre1 ml de medio RPMI al mismo tiempo que se agitaintensamene. Unavezfinalizadoel
goteo, se agrega otros 10 ml de medio RPMI10% SFBtambién en forma de goteo acelerandob
progresivamentey agitandoal mismo tiempo. Una vez finalizedo el goteo se centrifuga y lavan 2

vecesconmedioRPMI10%$B.

I1.5. Medicionde los valoresde Caga Viral

Lasmedicionesde cargaviral serealizaon a partir de 1 ml de plasmamediante la técnica de Brant
DNA(bDNA)con el kit VERSNT® HIVA RNA3.0 Assay (bDNA)de Bayery el equipo BAYERSysten
340 bDNAAnalyer. Elensayo VERSAN HIVA RNA 3.0 (bDNA es un procedimiento sandwich de
hibridaciénde acido nuclei@ parala cuantificaciéndirecta de ARN del HIVA en plasmahumano.En
primer lugar, el HIVA se concentrd a partir del plasmapor centrifugacién. Una vez que el ARN
gendmicoseliberd de losviriones,secapturd en un micropocillomedianteun conjuntode sondasde
captura de oligonucledtidossintéticos especificos Un conjunto de sondasdiana se hibridaron al ARN
viraly alassondas del amplificador.Lassondasde captura, que constande 17 extensores de captura
individuales,y las sondasdiana, que constan de 81 extensoes diana individuales,se acoplana
distintas partes del gen pol del ARNviral y la sonda del amplificador se hibrida al preamplificada
formando un complejo de ADN ramificado. Varias copias de una sonda marcadacon fosfatas
alcalna se hibridaron a este complejoinmovilizado.La deteccdn se realizd incubandoel complep

conun sustratoquimioluminiscente.Laemisionde luz esdirectamente proporcionala la cantidadde
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ARNdel HIVA presente en cadamuedra y el analizador registra los resultados como unidades
relativas de luz. Sedefinié una curva patrén por la emisiénde luz de esadndaresque contienen
coneentracionesconocidasde virus HIV 1 tratado con beta propiolactona Lasconceriracionesde

ARNdel HIVA enlasmuestras sedeterminarona partir de estacurva estandar.

[1.6. Medicionde los valoresde CD4

Lasmedicionesde CD4serealizarona partir de 1 ml de sangremediantela técnicade citometriade
flujo con el THTESTCD4FITTCD8PE/M3 PerCHABecton Dickirson)y el citdmetro de flujo Coulter
T890EPICSXL.S mezclarors pl. del anticuerpomonoclonal(TriTestde Bed¢on Dickinsm) CD4FITC
CD8PE/CD3PerCP con 100 H de muesta. Seincubd en oscuridad en el flujo laminara temperatua
ambiente por un periodode 1 hora (rango de 45 min. a 2 horas) Luegoserealizéla lisisde glébulcs
rojos mediante agregado secuencialde tres solucbnes: La sducion A (Acido férmico en agua
destiada), la solucién B (Bia@rbonato de potasio, carbonato de calcio, hidroxido de cacio en agua
destiada)y la sducion C(Famaldehidoal 0,2%en Isotdén). Lamuestraunavezlisadano requierede
lavados (fundarrental para recuento absoluto). Lasmuestrasse corrieron utilizando citometro de
fluo BD FACS&to Flow Cytometer (BD Bioscénces) con el protocoo denominado Rutira
CD3CD4/DS8.

[1.7. Medicionde los nivelesde activaciondel sistemainmune

Este ensayose realizé sienpre sobre la muestra recién extraida. Es por ello que el nimero de
muestras evaluadasseramenor al total de muestrasbajo estudioyaque, si por algunarazén no pudo
realizarsela marcacién,la mismano sera realizadamasadelane. Lamedicbn serealizamediantela
técnica de citometria de flujo. Los marcadores utilizados fueron CD3/M4/CD8 para diferencia
linfocitos citotdxicos de linfocitos *helperZ y los marcadoresCD38 y HLADR como indicadoresde
nivel de activacotn celular. Metodol6gi@mente se incubanalrededor de 1 millon de PBMCcon la
cantidad apropiada de cadaanticuerpoa 4°C durante 30 minutos. Luegose lavanpara remover el
anticuerpo no pegadoy analizan en el citometro de flujo BD FACSCaa Flow Cybmeter (BD
Biogiiences). Gomo controles para poder determinar los limites de positividad se realizaron para

cadamuestrados marcaciomes adicionaés, cadaunaen ausenciade CD38 HLADR.

11.8. Generaodn de lineas autologas de linfocitos B

Esta lineasse generanpor infeccionconun stockviral de Epsten Bar.Dichostockse obtiene a partir
de lalineacelula B95.8credda en medio RPMIsupkementadocon antibiético y 10%SB. Lascélules

sedejan crecerhastaque el medio esteligerament acidoy entoncesse centrifuga y luegofiltra en
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poros 0,45uM a fin de remover la fraccion celulr. Este solrenadante se encuentia altamente
coneentrado en virus Epsten Bar.Pararealizarla transformacid de linfocitos B setoman alrededa
de 5 millonesde CMSRy seresuspenda en 1 ml de medio RAMI solo. Luego seagrega 1 2 ml del
stod de EpsteinBar (de aclerdo a la infectividad/ capacidadtransformant del stock)en presenca
de CyclosporinaA a fin de inhibir la respuestacitotoxicaespeciica para Epdein Bary se incubanen
bafio a 37°Cdurante 1 hora. Luegose agregan5 ml de medio RPMI 10%SB y se incuba en estufa
5%@, 37°Cdurante alrededor de 1 mes sin realiza ninguntipo de cambb de medio ni agrega@
durante eseperiodo. Finalizalaslas4 semanasseobservala sugpensiénal microscopiola presenca
de focos de proliferacion (incluso visibles sin microscopio) es indicativo de transformecion celular.
Una muestra de la suspersién positiva es marcada con CE3/CD4/CD8(CD19 para confirmar el
enriguecimientoen linfocitos By luegoes contadaen camarade Newbawer fraccionadaen alicuota

de 5 millonesy congeladassiguiendoel protocolo descripto anteriormente.

[1.9. Extraccid de acidos nucleice

Laextraccion de acidosnuckicosse realizé mediarte los kits comercialesde QIAGENSse utilizé el
QIlAanp viral extraction Kt (QIAGENGMgH, Hilden, Alemania)parala extraccién de ARN a partir de
plasna y el QlAamp DNAmini Kit (QIAGEN,GmgH,Hilden, Alemania) parala extraccon de ADNa

partir de CMSPsimacenada comopelle seco.
[1.9.1. Extraccionde ADN

Dos millones de CMSPsse resuspendéron en 200 B de buffer PBSy se colocaronen un tubo
eppendorff de 1,5 ml al cual se agregaion 20 P de soluciénde ProteasaQIAGENProteinasaK)
Lue@ seagregaon 200 P de Buffer AL(QIAGENY seincubda 56°Cpor 10 minutos. Se agregarm
200 H de etanolabsolutopara precipitarel ADNy secargo6la soluciéntotal en unacolumna QlAamp
Secentrifugd a 6000 x g por 1 minuto y se descarb el filtrado. Luegose realizé el lavado del ADN
adheido a la cdumna. Seagregaron500 P de buffer AW1 (QIAGEN)a la columnay se centrifugd
nuevamente a 6000 x g por 1 minuto. S descartéel filtrado y se agregarm 500 R de buffer AW2
(QIAGEN)a la caumna. Secentrifugd a maximavelocidad (20.000 x g) por 3 minutos. Se descart6el
filtrado y secoloco la colunna sobreun tubo epperdorff de 1,5ml. Seagregron ala columna200 B
de buffer de elucién (Buffer AE, QIAGENY se centrifugé a 6000x g durante 1 minuto. S descartéla
columnay el ADN resuspendto en 200 F buffer AEen el tubo eppendorffsealmacenden freezera
20°C
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11.9.2. Extracciénde ARNa partir de muestrascon cargaviral detectable

Enun tubo eppendorff de 1,5 ml secolocaron140 H de plasmay seagregaion 560 R de buffer A\L
(QIAGEN).Seincubd a temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se agregaon 560 R de
etanol absoluto.Secargara 630 P de la soluciontotal en una columnaQlAamp. Secentrifug6 a
6000x g por 1 minuto y se descartéel filtrado. Secargaronlos 630 B regante a la columnay se
volvieron a centrifugar a 6000 x g por 1 minuto. Luego se realizé el lavad del ARNadherido a la
columna. Seagregaron500 H de buffer AW1 (QIAG&N)a la columnay se centrifugd nuevamentea
6000x g por 1 minuto. Sedescart6el filtrado y se agregaron500 R de buffer AW2 (QIAGENR la
columna. Secertrifugd a maxima velocidad (20.000x g) por 3 minutos. Sedescartdel filtrado y se
colocd la columra sobreun tubo epperdorff de 1,5ml. Seagregron ala columna60 P de buffer de
elucion (Buffer AVE,QIAGENy se centrifug6 a 6000x g durante 1 minuto. Se descartéla columnay

el ARNresuspenlido en 60 P buffer AVEen el tubo eppendorffse almacenden freezera 20°C.
11.9.3. Extracciénde ARNa partir de muestrascon cargaviral indetectable

Setrasvasarorentre 8 y 15ml de plasmaa un tubo falconde 15ml y centrifugd 15mina 3.600rpm. Se
trasvasé el plagna clarificad a un tubo de ultracentrifuga y se llend con solucionde llenado. S
centrifug6 a 170.000gpor 1 hora a 4°C. Seremovid el sobreradante y se agregaron90pul de agua
sigma y 10pl de proteinasak Seincubd 30min a 55°C vortexeando periédicamente. S agregarm
420ul de 5M Guanidinium thiocyanatey 10ul de Glycogen.Sevortexed suave y se dio un spin para
bajer liquido en las paredes.Seincubd 15min a temperaturaambiente y se trasvasoel contenidoa
un tubo de 1,5m. Luegose agregaronn495pl de alcohol isopropilicoy se vortexed 10 segundos.Se
centrifugéa 21.000gpor 30min atemperaturaambiente, sedesa@rto el sobrenadantey se agregarm
4150l de etanol 70%yYy se vortexed 10 segundos.Secentrifugda 21.000gpor 15 min a temperatul
ambiente. Finamente, se eliminé todo el etanoly sesecdéal aire por 10min. Elpellet seresuspendd

en 55pl de solucdn de elucién Qiagen.

11.10. Caracteizacionde losgenesHLA

Lacaracterizacid de los geres HLAfue realizadapor el laboratorio del Dr. LeonardoFamboin en la
seccdn de Inmunogenéticadel Hospitalde Clinicagle la Ciudadde BuenosAires. Lamisma fue una
carecterizaciéna dosdigitosy serealizosobre los loci Ay B medante la técnicade sondas PCRSS®

sobre ADNcelula extraidosegunel protocolodescrpto enla anterior seccidn.
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11.11. Amplificacién de AcidosNudeicos

Seutilizé la técnicade Reacion en Cadna de la Poimerasa(P@R) en susvariantesnesed RTPCRo
nesed PCR para amplificar la regién genémicabajo estudio, con los kits corresporlientes y el

termocicladorPERKINELMIR GeneAm@PCRSysten9600 (RochediagnosticSystem).
[1.11.1. Primersutilizados

Los primers utilizados se detallan en la tabla Il.1. Estos primers permiten amplicarel gen gag en

forma casicompkta (hastaunos100ntantes del extremo 3°).

Tablall.1. Listade primersutilizados.

Nombre Secuencia Posicion(genomaHXB2! Aplicacién
lgaggFw CTACAGTGGAIGCGAACAL 629650 1°round .. Forward
2gagFw  TCTTCGACGC.GACTCG 6821700 2°round .. Forward
lgagRev CAQCTTTCATEBTGTCCTTC 20440066 1°round..Reverse
2gagRev  TTIOCACATTTAACAGCCC 20220042 2°round..Reverse

11.112. Amplificacién a partir de ARNviral ..NestedRT PCR

Elmedio de reaccién de la retrotranscripcion contiene «Strand" RTBuffera 1X, 6% Glicerol, 0,2mv
dNTPs, 10mM DTT, 1,6 U/l de la enZzma RT Sugerscript Il (Invitrogen)y 0,5uM del primer de
transcripcionreversa.Lareaccionse llevd a caboen un volumen total de 20l incluyendo 10ul de
sustrato ARN extraido segln la técnica descripta anteriormente. El procedimiento consistié en
mezlar (por reaccién) 3,45u1 de una solucién 35% glicerold,2 mM dNTP, con 0,4 del primer
correspondientey 10ul del sustrato de ARN extraida Estamezch seincubd5 minutosa 65°Cy luego
sele agregarorb, 16l unasolucién compuestapor 4ul de 5X Strand Buffer,2ul de DTT0,AM y 0,164
de enzimaRTSuperscriptll (Invitrogen).Lamezclacompleta seincub6 45 minutosa 42°Cy luego 15

minutos a 72°C.

Parael primer round de amglificacionsepreparéuna mezclade Tris pH 8,350mM, KCI25mM, MgCR
1,5mM y 0,2mM dNTPs.Setomaron 19,4pul de esta soluciony se agregaon 0,4ul de cadaprimer
25uM vy 0,2ul de enzimapolimerasa(AmpliTag DNA polymerag, Invitrogen). Estos20ul finales se
agregaron a los 20ul de producto de transcripcionreversay se inicié la reaccionde amplificacid
segn lossiguientesciclos:3 minutosa 95°C, 5 ciclosde [15 segundosa 95°C 15 segunas a 56°Cy 1
minuto 40 segundos a 72°C] 30 ciclosde [15 segundos a 90°C, 15 segunabs a 56°Cy 1 minuto 40
segundosa 72°Q, 10 minutosa 72°C.

Parael segundoround de amplificacionse prepar6 una mezch de Tris pH 8,3 50mM, KCI25mM,

MgCR 2,5mMy 0,2mM dNTPs.Setomaron 19,7l de estasolucion y se agregaron0,104ul de caca
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primer 25uMYy 0,104 pulde enzimapolimerasa(AmpliTag DNApolymerase Invitrogen).Como sustrab
seutilizé 1pl de producto de reacciéndel 1° round. H cicladotérmico esidéntico al detalado parael

primer round.
11.11.3. Amplificacién utilizando enzimapolimerasade alta fidelidad de copia

Enlos casosen que fueranecesariorealizar unanesied RTPCReon alta fidelidad de copia seutilizé la
enzima PlatinumHigh Fidelity TagPolynerase Enege casoparael primer round de amplificaciénse
sigud el mismoprotocolo detallado en el incisoanterior pero cambiandola enzimay latemperatuma
de elongaciona 68°C.Conrespectoal segundo round se preparéunamezclacon buffer de la enzima
0,2mM dNTP2mM MgS040,25uM de cadaprimery 0,16 U/l de enzimaPhatinum HighFidelityTag
Polymerase Lareaccionsellevé a caboen un volumen final de 25l utilizando como sustrato 2,54
de productodel primer round. Elcicladotérmicofue idénticoal detalladoen el incisoanterior parael

segwndo round de amplificaédn exceptola temperatura de elongacidonque se realiz6a 68°C.

[1.12. Clonadode secuermiasvirales

Pararealizarel clonado de secuenciasse utilizo el vector pGEM T [Promega A1360]. Primero se
realiza la reaccit de ligacid. Paraello se cuantificéen geldel producto de PCRa serclonado.Lue@
se prepar6la mezclade ligacion con 5l de «2X Rapd LigationBufferZ, 1ul del vector pGEMTT, 65ng
de producto de PCRy al final 1pl de enzima T4 DNALigaseZ agua parabiologiamoleailar hastaun
volumen final de 10pl. Todoel procediniento seredizé en hieloy la reaccid de ligacid seincubaa

4°CO.N.

Lue@ serealizdla transformacionde bacterias competentes.Paa ello setomd unaaliauota de 204
de estas bacteriss y sele agregaron3ul de productode reaccidénde ligacion.Seincubd 30 minutosa
4°C,luego45 segundosa 42°Cy 2 minutos a 4°C nuevamente.Se agregaron80ul de medio SOGy se
incub6 en agitadbr 1 hora a 37°C.Lue@ se centrifugaron brevemente las bacterias,se descartéla
mayor parte del sobrenadate y el pellet se resupendio en el volumen muerto. Estasuspensia
conentrada de bacteriasse plaqueden LBagarcon ampicilina,y en presenciade IPTGy XGal.Se
dej6é O.N.a 37°Cy se tomaron las colonias blanca para realizar una colony PCRde 1 solo round

segn protocolodescriptoen lasseccioms anteriores.

[1.13. Secueni@cion

La reaccién de secuenciadn se llevo a cabo con el kit Big Dye teminator (Applied Biosystems
Warrington, UK) y el equipo de secuenciacion automatica ABl Prism 3100/3100 Avant (Applied

Biog/stems).
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Semezclaron9 R delaMezclade Reacion de SecenciacionZ2 B BigDyeTerminato®v3.1,2.5 R
BigDye Termindor®v3.15x SequencingBuffer,1 R Primer correspondientede secuena@cion4uMy
3,5 H Aguaestéril apirogera) con 1 R de producto de amplificaciona seaenciary la reacciénde
seclenciacionse realizden el termocichdor DNAthermal cycle PerkinEimer TC9600en 25 ciclos
de: 10 segundosa 96°C,5 segundosa 55°Cy 4 minutos a 60°C. Luegose realiz6 la precipitacid
fendlicaagregamlo 40 P de etanol 75%,se incubd 15 minutosal resguardode la luz, se centrifugd 30
minutos a 2500xg. Sedescaté el sobrenadantey se resuspendd el pellet en 150 P de etanol 70%
Secentrifug6 10 minutosa 2000 xgy al pellet se le agregaronl10 B de Hi Di Formamide Finalmene
secentrifugd brevementepara asegurase que lasmuestrasestén en la parte inferior de cadatubo y
seconservéa 4°C paraluego analizarmediante el ABI Prism@8100 GeneticAnalyzer.Las secuencia
se ensamblarony analizaronmediante el software Sequenche versién4.05 (GeneCales Co.,Ann

Arbor, MI).

I1.14. AnalisisHlogenético

Seutilizé unavariadagamade técnicasde andlisisfilogenéticocuya aplicacdon dependiadel objetivo
del analisis particular. Parala caracterzacion del subtipo viral se utilizé el método de Neighba
Joinng. Parala reconstruc@dn de relaciones de ancestralidadse utilizaron las metodologiasde
Méxima Parsinonia y de Analisis Bayesiano; en general, ambas en paralelo a fin de obtener

confirmacionde losresultacdbs mediantetécnicasndependientes.
[1.141. Secuendis de referencia

Lassecuenciagle referenciade cadasultipo viral utilizadassonaquellaspublicadascomo talesenla
pagna web de Los Alamas National Laboratory de la Universidad de California, USA. Dichas
seclenciascorrespondena genomasviralescompletamente seaienciadosy que por lo tanto setiene
la certezade que sonsubtipos purosy no recombinantesintersubtipo. Susnombressedetallanen la
tablall.2

11.142. Alineamiento de seaiencias

El alineamientode las secienciascon las referencias de subtipo se realizé mediante el programa
BioHlit Sequene Alignmen Edita versién 5.0.9 (North Caplina State University) Algoritmo
ClustlW. Posterormente serealizun paso de optimizaciénpor codonesdel alineamierto medianie

el programaGereCutte disponible on tine en la pagha web de Los AlamosNational Labaatory.
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Tabla ll.2. Seaienciasde referenciade subtipos virales utilizadaspara realizarlos andlisisfilogenéticos
de caracterizacionde subtipo viral.

Subtipo Subtipo
Viral SecienciaReferencii Viral SecueciaReferencia

Al Al1.KE.94.Q237_ACC_AF0885 F F1.BE.93.VIB5ACC_AF07733
A1.SE.94.SE32_ACC_AF0690 F1.BR.93.93BI20.1_ACC_AF6494
Al1.UG.85.U35_ACC_M62320 F1.FI.93.FIN93_ACC_AF0753
A1.UG.92.928037_ACC_U320 F1.FR.96.MP4_ACC_AJ2492

A2 A2.CD.97.97DKS10_ACC_A86241 F2.CM.95.MP25_ACC_AJ2496
A2.CD.97.97DKTB48_ACC_286238 F2.CM.95.MPZ7_ACC_AJ2497
A2.CY.94.9401741_ACC_/286237 G.BE.96.DRCBACC_AF084936

B B.FR.83.HXBACC_K03455 G.FI.93.HH87932.1_ACC_AF0641
B.US.83.RFOX_M17451 G.NG.92.92N@&3B_ACC_U88&2
B.US.86.JRFACC_U63632 G.SE.93.SE6165CC_AF061642
B.US.90.WHAL60 ACC_U2B5 H H.BE.93.VI99IACC_AF19012]

C C.BR.92.92H25_ACC_U5283 H.BE.93.VI99ACC_AF19012¢
C.BW.96.96¥V0502_ACC_AI10967 H.CF.90.90CF6 _ACC_AF0056
C.ET.86.ETI220_ACC_U466 J J.SE.93.SE788¥CC_AF082394
C.IN.95.95IN1068_ACC_AF7155 J.SE.94.SE7022CC_AF082395

D D.CD.83.ELACC_K03454 K K.CD.97.EQTAC_ACC_AJ24<5

D.CD.83.NDKACC_M27323 K.CM.96.MP5%_ACC_AJ2492

D.CD.84.84185_ACC_U8S®2
D.UG.94.94G114 ACC_USga

11.14 3. Andlisisde similitud

Serealiz6 el andlisis mediante el programa Simgot 2.5 (1997 1999 Stuart C. Ray, M.D.) para
comparar el porcentaje de similitud de una secuen@ incégnitacon las distintas referenciascon las
gue se encuenta alineada. Si existen mas de una secuenciareferencia por subtipo, realizaun
congenso por subtipo y andiza la similitud a lo largo de la secuenciamediante una ventana (de
tamafio ajustabk) que se mueve por pasos (también ajustables) a lo largo del alineamiento. Est
herramienta es (ttil paraidentificar posblesrecombihnantes.Enla figurall.1. se observael resultach

obtenido parauna secuenciano recombnantey el obtenido paraunareconbinante.

Figura Il.1. Andlisis de similitud
realizado mediante el programa
Simplot 2.5. A la izquierda se
observael andlisisde una secuena
de subtipo B y a la derecha el
andlisis de una secuen@
recombirante BF
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En ambos casosse observaque la similitud con la referenciadel subtipo a la que pertenece es
claramente mayor (similitud intrasubtipo) que la similitud con el resto de las referencas (similitud

intersubtipo) que aparecenagrupadasa nivelesinferiores.
[1.14 4. BootScaning

Latécnicade BootScanningue realizadacon el programaSimpld 2.5y confiere soporte estadisticoa
losresultadosobtenidospor el analisisde similitud con el mismoprograma.Utilizatambién ventanas
gue se desplazarescaneand el alineaméento pero en vezde hacer un analiss de similitud, construye
un arbol filogerético por Neighbor Joning bajo el modelo de K2P entre cuatro secuencias:la
incégnita, lasdos involucradis en la recombinacidn(determinadas por el andlisisde simiitud previo)
Yy una cuarta que actia como outgroup. El valor de bootstrap de los clados conteniendo a la
seclenciaincogrita y cualguera de las secuenciageferenciaesregistradoy graficadosa lo largode

un eje x querepresentalasposicionesde la secuenci.

Paraasegurarque una muestra es recambinante debe haberun cambiode la referencia agrupac
conla muestraincégnita,con un valorigual o superbr a 75. Enla figurall.2. se muestraun ejemplo
de BootScanningde una muestra de subtipo By de unarecombinante BF.Para el analsis se utilizd

unaventanade 140pby pasde 20pb.

Figurall.2. Andlisisde BootScanningrealizadomediante el programa Simplot2.5 sobrelasmismasdos
secuenciasanalizadasen lafigura2.2. Alaizquierdase observael andlisisde la secuenciade subtipo By
aladerechael analisisde la secuenciarecambinante BF

11.145. ArbolesFlogenéticos
[1.145.1.Método de Neightor Joining.

El analisis filogenético basalo en este método se realizé con el programa MEGA (Molecula

Evolttionary Genetics Analysis version 2.1, de Kumar, Tamuil, Jakobsery Nei) bajo el modeb
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evolutivo K2P,T/t: 2.0. Cano prueba estadisticase utilizé el método de Bootstrappng con 500

réplicasde remuestreo.
11.145.2. Método de Maxima Parsimona.

El analisis filogenético basalo en este método se realizo con el programa TNT (disponible en
http://www.zmuc.dk/public/phylogenyMNT). Este programa implementa nuevas tecnologias para
analzar grandesconjuntosde datos [21]. Utilizamas una combinaciénde  TreeFusing, «Ratche?,
«Tree DriftZy »Sectorial SeachZ (T R Df 8S)aplicadosucesivamate a los mejores arboles obtenidos
de 100 secuenais de adicin aleatoria (RAS)segudo por Tree BisectionReconectio? (RAS+TBR)
Losciclosde TRDf 6Sueron aplicadogresvecesa cadaRAS+BR.Losmejores arbolesde cadaciclo
fueron almacerados para alimentar las rondas subsiguients de TRDf SS, es decir, fueron
fusionadosconlos arbolesobtenidosen cadaRAS+BR. Esteesquemafue repetido 10 vecesdurante
15 horas y los arboles resutantes fueron fusionads para verificar que ninglin mejoramiento del

largoeraposible al menosbajo nuestrascondicione experimertales.
11.145.3. Método de Analiss Bayesiano.

El analisisfilogenético basad en este método se realizd con el programaMr. Bayes < llevarona
cabo?2 corridasindependieriescon 4 u 8 cadenadle acuerdoal caso,y 10 millonesde generacions
por corrida conun periodo *burn inZde 2 millones.H conjunto de arbolesde la muestra «posterioZ
seresumieronen un arbolconsensode mayoria.Tanbién seutilizé el programa BEAUtIBEAST1.48

descipto enla siguiente seion.
11.14 6 Estimacid del tiempo al ancestio cominmas cercano(TACMC).

Laestimacion de este parametro se realiz6 con el programaBEAUt/BEASV1.4.8[A. J. Drummord
(University of Auckland, Auckland, New Zealam) y A. Rambaut (Unversity of Edinburgh)

http://beast.bioed.ac.uf. H programa utiliza un analisis de cadenas de Markov mediane

simuacionesde Monte Carb. Paraeste analisisse asigndel afio de muesteo a cadasecuencia.l
modelo de subgitucion nucleotidica fue obtenido mediante el ModelTe$[88] y PAUWP4.0b1 [D.L
Swoford (Smithsonian Institution, Washington DC, USA);http://paup.csitfsu.edul]. S utilizé un

arbd inicial condruido a partir del método bayesiamo de coalesencias SkyineZ bajo un modelo de
reloj molecularrelajado no correlacionalo LogiNomal. Serealizé una corrida inicial de 1 millén de
genegacionespara optimizar los diferentes operadaes. Entones nuevosanalisisfueron realizads
con 10 millones de generadones para mejorar las optimizacimes. La corrida final consistié de 8
cadenasindeperdientesde Markov,cada unade 10 millonesde generacioms conun periodo *burn

inZde 2 o 3 millonesde gereracionesseglin el caso.Lamuestraposterior fue analizadamedianteel
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programa Trace v1.4.1[A. Rambaut (University of Edinburgh)and A. J. Drummond (University of
AucKand, Auckbnd, New Zealand); http://beast.bio.ed.ac.uk y el conserso de mayaia obtenido

con el programa Mr.Bayessiguiendo el procedimento descrpto a continuacion: Inicialmente se
transforman las salidasdel BEASTa formato Nexus(esto se hae con el programaPALWF guardana
loslargosde rama) y después se edito con Word de manerade reemplazaral final de cada arbol caca
"):0;" por ");"; esdecir,sacale el «:0Z.Entoncesse cambia el nombre a cada unade lasochosalidas
por " nombremdriz.nex.rurx.t " donde ¢runxZpuede serrunl o run2 o run3 hastarun8 paracaca
una de las 8 saldas del BEAST Entonas se ejecua la matriz en el MrBayes y se determinan 8
corridascon el comandoMrBayes>mcmecp nruns=8,Juegose ejecuta el comando sumtburnin=2000
De esta maneraMrBayeslee las 8 saldas transformadasdel BEASTremueve los primeros 2000
arbades (que comrespondena las primeras 2 millones de genelaciones)y devuelveel consensode

mayoria50.

[1.15. Analisisestadisti®

11.15.1. Analisisparala identificacionde potencialesmutacionesde escapeCTL

Esteanalisisfue desarrollas basandows en el descripto por Moore et al[17]. Primerq llevamosa
caboun analisisunivariadode asociaciorentre la presenciao ausenciade los distintosalelos HLAy la
presencia 0 ausencia de polimorfismos en cadauna de las posicionesanalizadasen el gen gag,
consderandoepolimorfismaZ a aquellosresiduosaminoacidicoglistintos al presenteen la secuenc
congenso del conjunto de datos. Previanente al andlisis, se eliminaron aquellos paresHLApaosicit
donde al menosuna de las cuatro celdas de una tabla de dos por dos tuviera un nimero real o
espgado mena a 4,5. Enbnces llevamos a cabo un andlisispor la prueba exactade Fishery
utilizamosel valor p obtenido comofiltro, eliminand aquellasasociacioneson un valormayora 0,1
Al mismotiempo estimamoda potenciadel analisisparacadapar bajoanalissy eliminanosaquellcs
conuna potencia menor al 30%. Luegodesarrollamea un andlisismultivariac por regresion logistia
con +backward eliminationZ consideramo los alelos HLAcomo regresores manteniendo aquellas
asocacionesque tuvieran un valor p menor a 0,05. Luego,para controlar la tasa de error tipo |
inflada con analsis de signficanciamadltiple, el procedimiento de tasa de identificacbn de falscs
positvos desarollado por Benjamini y Hochbeg fue apliado para calcular los valores de
probabilidad ajustados. La aproximaodn lineal controla la proporcion esperada de rechaza
falsamente la hip6tesisnula (esto es,la tasade identificacidnde falsospositivoses espaable que no
seamayor del 20%)y tiene algunasventajas(incluyendo mayor potencia)sobre los procedimientas
de tipo Bonferoni que controlan el llamado «family wise error rateZ. En el presente estudia

constderamospotencialesmutacionesde escapeCTL a aquellospolimorfianos que tuvieran al final
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vez calculado el estadistico de Fishe&, se determina el valor p como la probabildad de dicho
estalistico para los mismosgrados de libertad conlos que fue obtenido el valor critico para calcula

laDMS(esdectr, ahoralaincognitaesel «1 r Zdel estadistico).

[1.16. Medicion de losniveles de respuesta inmune HIV espedfica

Esta mediciones se realizaon mediante tres metodologias distintas: inicialmente la respuestase
evalué en ensgos in vitro de ELISPOpara la liberacién de IFN wPa otro lado muestas positivas
fueron marcadas con tetrameros sintéicos para los epitopes reconocdos y también mediante
estimulaciénin vitro con el péptido especifico seguda de unamarcaciénpor citometria de flujo para

IFNn.
11.161. ELISPOparalFNr w

Paa esta metodologia se utilizaron péptidos sintéticos para los distintos epitopes virales bajo
analsis. Tado el ensgo tiene una duracion de tres dias. El primer dia se descongela las células
segn procedimiento detallado anteriormente. Selavan dosvecesy resusp&den en medio compleb
auna concentacion final de 4 millonespor mililitro. Se incubanO.N.a 37°Cen tubo tipo falcon de 15
ml recostado 5 grados sokre la horizontal. Enparaldo serealizala activaciin de la placa de ELISPD
Millipore IP agegardo 50ul de etanol puro a cada pocillo a utilizar, volcardolo rapidamente y
lavando 3 vecescon buffer PBS.Luegose realizael reculrimiento con anticuerpo de captura. Paa
ello se diluye el anticuerpo /200 en PBSy se dispensan60pl por pocilloy seincubaO.N. a 4°C.H
segundo dia se comienzacon el *bloqueo de la placaZremoviendo el anticuerpo y lavando 1 vezcon
PBSLuegose agregan150ul de medio RPMI compkto 10%SFB seincubal hora a 37°C. Mientras
tanto se preparan las célulss, o péptidos y los controles: las células se las cuentaen cadmaa de
Newbawer y se las resusp@de en una concentacion de 4 millones de células por mililitro. Los
péptidos se preparan en una concentacion de 200mM. Cono controles se usa una soluciénde
PMA/ lonomicinaque se prepara partiendo de unasducion200X(PMA 1/ 1000, lonomicha 1/ 10) que
luego se la diluye 1/100 hacia una solucion final 2X El control negativo es una solucon de medio
RPMI completo 1% DMSO Fnalizala la incubaciénde la placa se descata el medio bloqueantey se
dispensan50ul de las corregpondientes suspensions celulaesa las cualesse lesagrega 50ul de los
readivos correspondientes tanto péptidos a evalua (al menosen duplicado) como control positivo
de PMA/lonomidnay control negatvo. La placaad constituida se incubaO.N a 37°C.Enel tercer dia
selavan las placas 3 vecescon una soluwcion PBS0,05%Tween20 y luego se dispensanl00ul de una
dilucién 1/250 de anticuapo de deteccion biotinilado (BO cat 51 4690KZ) en medio 10%SB

previamentefiltrado en poro 0,22uM a fin de remover impurezas presentesen el SFBLasplacasse
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incuban 2 horas a temperatura ambiente y luego se lavan 3 veces con una solucion PBS
0,08%6Tween20. Luegosedispensan100ul de unadilucién 1/800 en PBSJe Avidina HRPy seincubal
hora a temperatura ambiente. Luegose lava 3 veces con unasducion PBS),05% weern20 y luego 2
veces con una solucién de PBSsolo. S prepaa el sustato AEC (BDca 551951) de acuado a
indicacionesdel proveedor y utiliza como revelador dispensanlo 75ul por pocillo. Lareaccionde
revelado se detiene con agua corriente cuardo se obseva positividad intensa de los controles
positivos. Lasmembranasse dejan se@r a temperatura ambiente O.N.y luego se analizan en un
lector de placasde ELISpotmmunaspot Series3A Analyzer (CTLAnalyzers). Se consideraron positivas
aqudlasmuesta conun valor promedio de susréplicasqueresutara mayor a 5 puntoscada 100.000

CM® luegode ser sustaido el promedio de losnegativos.
[1.162. Estimulacion in vitro / analisis por citometria de flujo.

Paa esta metodologia se utilizaron lineas de linfocitos B autélogos en aquellos casos en que
estwieran dispanibles. Cuartdo no estwieran dispanibles se utilizaron linfocitos B heter6logosque
expresanel HLA para el cualel péptido a estudiar poseerestricaon. Elprimer dia se descongelanlas
célubs segunprocedimiento detallado anteriormente. Selavan dos vecesy resuspemen en medio
completo a una concentacion final de 4 millonespor mililitro. Se incubanO.N. a 37°Cen tubo tipo
faloon de 15 ml recostalo 5 grados solre la horizortal. Enel segundo dia, en un tubo eppendorff de
1,5ml seincuban 100.000 célulasB autdlogasen un medio conteniendo unaconcentacion 20uM del
péptido durante 1 horaa 37°C.LuegoselavanlaslineasBy sele agegan500.000CMSBen 1 ml de
medio de cultivo contenierdo 10% de suero fetal bovino, 1ug ml de anticuerpo anti C(28 y lugml
de anticuerpo anti CD4@l. Eda suspengin seincubaa 37°Cdurante 1 hora en un tubo tipo falcon de
15 ml recostalo 5 grados sabre la horizontal. Pasalo el tiempo de incubacid seagegaBrefeldina A
aunaconcentacion final de 10ug/ mly se incubaentre 5y 6 horas. LuegoseincubaO.N.a 4°C.Al dia
siguente se lavan las células 2 vecescon medio RPMI, y se resuspemen en el volumen muerto
remanente del dltimo lavado. En un total de 50ul se marcan las molécubs de supeficie con los
anticuerpos apropiados y detallados en la seccione ResultadosZ. Se incubadurante 30 minutos a 4°C
en oscuridad y luego se lavan 2 vecescon medio RPMI. Lascélulas se resusperden en el volumen
muerto remanente del ultimo lavado, se agregan100pul del reactivo Cytofix/ Cytoperm y se mezch
suaremente. Seincuba 20 minutos a 4°C en oscuidad y se lava 2 vecesson buffer Pem/Wash
vortexeardo entre cada lavado el volumen muerto remante para aseguiar la homogeneizacion.Se
prepara una solucion de marcado con el buffer Perm/Wash como solente y con la cantidad
apropiada de anticuerpo espedfico para las citoquinas intracelulaes necesaias en el menaor

volumen de soluwcién posible Seagegala solucionde marcado a cada tubo y seincuban 30 minutos
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a 4°C en oscuidad. Durante los 30 minutos de incubaciénse mezclanen periodos de 5 minutos
mediante una suave agitactn. Finalmene se lavan 2 vecescon buffer Pem/Washresusperdiendo
en 200ul finalespara ser analizadasen el equipode citometria. H andlisisserealizaen un citbmetro
de flujo BD FACCanto Flov Cytometer (BD Bioscénceg. Todas las marcacionesse realizaon en
tubos de 1,5 ml y los lavados se realizaon con volimenesde 1ml. Elcontrol positivo se realizésin
linfocitos B y estimulando con una sduciéon de PMA/lonomicina. El cortrol negatvo se realizd

estimulando lasGVISPconlineasB no sensibilizalas.
11.16.3. Marcacit de CTk péptido especificos mediante la técnicade tetrameros
11.16.3.1. Prepaiacion de los cuerpos de inclusién

Dia 1: Seplaquean bacterias BL121 trandormadasy almacenalas en gliceol en placalB aga con el

antibiotico apropiado y seincubanO.N.a 37°C.

Dia 2: Setransfere 1 colona de la placa de aga a 1ml de medio P0,5Gy se incuba a 37°C en
agitador durante 6 a 8 horas o hastaver el medio turbio pero no satwado. Pasao el tiempo de
incubacionsetransfieren 150l de la suspensidnbacterianaa un erlenmeyer de 1 litro conteniendo

400 ml de medio ZY°P 65052y se incubaON. en agitador a37°C.

Dia 3: Seenfria la suspensi@ bacteriana y se mide la absavancia a 600nm de una dilucion 1:10 en
medio ZYP 6052 de la suspesion utilizando como blancouna muestra del medio. Lue@ se prepara
la muestra para un subsecente analisisde proteinas totales por SDPACE. Paa ello se centrifugan
900ul de la sugension bacteriana y el pellet se resuspenle en 50ul de aguay se vortexea
fuertemente.Luego seagregan 200ul de aguay 250ul de solucidh 2x SDSSBpara tener una solucicn
final de 500ul a la cual se le agega1ul de DTT.Fnhalmente se confirma que el ADN se encuente
homogéneameire disuelto, en casode ver ADNno homogeneizdo sedebe vortexear fuertementey
como Ultimo reaurso sonicalo 2 a 3 minutos conlasmuestasenfriadasen hielo. EIADN disuelto se

almacenaa 20Cpara posterior analisis.

Lasuspensiorbacterianase centrifuga 30 minutosa 4000xg y a 4°C.Sedecanta el solrenadante y el
pellet bacteriano seresusp@éde en 10 ml de Buffer de resuspesion (conDTT frescg. S agitahast
homogeneizacia, procesoque puede demorar haga 30 minutos. El volumen final deberia ser de

alrededor de 60ml.

Lasuspensionsetransfige a un agitador magnéticocon barra de plasticoy se lleva a 60ml finalesen
casode que el volumen fuera mena. Mientras se lo agita se agregan en goteo los siguientes

readivos por separado: 1,2ml de lysozima 50mg/ml, 600ul de MgCR 1M, 3ml de Dnasa 2mg/ml en
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glicaol 50% conteniendo 75mM NaC] 1,2ml de Triton X 100 y 600ul de DTT 1M. La agitaciénse

martiene por unos 15 a 20 minutos.

Estasuspensiorse sonicapor 1,5 minutos con intervalos de 0,5 segurdos. Luegose centrifuga 10
minutos a 27200xg por 10 minutos. Lue@ sedescata el solrenadante y el pellet sereswsperde en 1
a 2 ml de buffer de lavado y se disociacon una barra de plastio para lueg agega otros 30ml de
buffer de lavado. Serepiten los pasosde sonicalo, centrifugado y lavado haga que selogre un pellet
visiblemente limpio, realizando todo el procedimiento a 4°C. Cuardo el pellet se ve blancq se
resuispende en buffer de lavado sin Triton X y se centrifuga igual que antes. Se decanta el
solrenadantey el pellet seresuspeme en 500ul de aguabidestiada. A estasuspensiérsele agega
una solucion de Urea 8M preparada en el momento, tipicamerie 3 a 5 ml aunquepuede requerir
mas volumen. De esta manera los cuerpos de inclusién se solubilizan. La solucion se centrifuga a
27200xg por 15 minutos a 4°Cy el solrenadante conteniendo los cuerpos de inclusiénsolubilizados
setransfiere a un tubo de 50ml. A partir de una dilucion 1:100 (2ul en 200yl final de Urea 8M) se

calcuala concertracionde proteinasmidiendo absavanciaentre 240nmy 320nm.

Finamente sealicuotan250nMol (500nMol para B2m) en tubosde 1,5mly se congelanrapidamente
en nitrégenoliquido. Para confirmar la eficienciadel procesode purificacionde cuerposde inclusid
se corre un gel 10% o 12% DSPACE de la muestra inicial y de una dilucién de aproximadamente
1:150 0 1:200en SDSSBcon DT Tde la sduciénfinal de cuerposde inclusion.

11.16.3.2. Prepaiacion de los monomeras biotinilados

Dia 1: Secolocar 200ml de buffer de plegad en una botella bajo agitacén magnétca. Luegose
agregan 4004l de PMSF100mM, 307,3mg de glutation reducido y 61,3mg de glutation oxidado. B
péptido para el cual el tetramero se desea sintetiza se disuele en la cantidad apropiada de DM
(Engeneral se utilizan unos 12mg de péptido aunque cantidades tan bajascomo 1 a 2mg pueden
utilizarse también) y se agrega al buffer de plegado bajo agtacion. Se preparan los cuerpos de
inclusion cargardo una jeringa con 2 a 3 ml de buffer de inyeccién y luego agregardo una de las
alicuotas de 250nmolesde cuerposde inclusiénpreparados segin el protocolo anterior. Enparalelo
serepite el mismo procedimiento para 500nmolesde la cadenaliviana t;m. Finalmente seinyectan
los contenidos de ambasjeringas(el de la cadena pesala y el de la cadena liviana al centro del
remolino formado en el buffer de plegado que contiene el péptido acekrando la velocdad de
agitecion. Lasoluwidn ad preparada se deja agitardo unosminutos masy luego seincubaO.N.a 10°C

y bajo agitaciéncontinuaa 80 rpm.
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Dia 2: Comoprimer pasose colocala solucion de plegado bajo agitador magnético y otra alicuotade
250nmolesde la cadenapesada seagega a la solucbn siguierdo el mismoprocedimiento que el dia
anterior. Nuevamente se incuba a 10°C y bajo agtacion continua de 70°rpm entre 6 y 8 horas
Pasaaslashoras de agitacidn serepite por tercera vezel agegado de 250nmolesde cadenapesala

y seincubaO.N.a 10Cconagitacion.

Dia 3: Lareaccon de plegado se centrifuga a 15 minutos a 25000xg a fin de remover cualquie
precipitado agregado. Luegose colocaen un concertrador por filtraciony presionde nitrégenoa 4°C
hast@ tener menos de 5ml de solucion.Luegose realizael intercambio de buffer en una columra
Sepladex PDA0 G 25M (inicialmente se pasan25 ml de buffer de bictinilacion para equilibrarlasy
luego 2,5ml de muestra concentrada y finalmente 3,5ml de buffer de bictiniladon). Unos 7 ml se
recyperande la columnay luegosellevan a 10ml y se agregan:100ul de ATP100mM, 40ul de biotina
100mM, 10ul de leupeptinalmgml, 10ul de pepdatina 1000k, 20ul de PMSF100mM y 10ul de

enzima BirA 2mg ml. Semezla suavemente por inversiony seincubaO.N.atemperaturaambiente.

Dia 4: Lareaccid de biotinilacion sefiltra conjeringa y serealiza una cromatografia de exclusionde
tamafio en columnas SP0. Lasfracciores de interés se recolecan y se concentran a menosde 1ml

utilizando un tubo falcon confiltro incluido.

Dia 5: Lasolucidn concentada seresusgende en Tris 20mM pH8 sevuelve a concentar en el misno
tubo amenosde 1ml, seextrae del tubo, selleva a 10ml con Tris 20mM pH 8 y secargaen el equipo
de HPLQpara realizar la cromatografia de intercanbio aniénica Eleluido se concenta a menosde
1ml nuevamenteen los mismostubosy se lava 2 veces con buffer de almacenamiento. Fnalmentese
haceunadilucion 1:50 0 1:100 de 1 o 2 pls de la solucionfinal y se mide absorvanciaentre 240nmy
320nm para calallar la conentracibnde monémeros. Sealicuota en fraccicnesde 200ug cada unay

secongelanrdpidamentecon nitrégenoliquido.

Dia 6: Serealizala pruebade biotinilacién diluyendo unafraccidn de 3 a5 plsy sediluye a 0,4ug pl.
Se divide en dos tubos: a uno de ellos se le agregan 10l de estreptavidina Img'ml y al otro
solamente buffer afin de utilizar comaocontrol. Seincubanpor 30 minutosa temperatura ambientey
secorrenenun gel SDSPACE(sincalentar ni agrega DT Tal preparado). Lapresenciade 4 bandasen
el tratado con estreptavidina correspadientes a mondémeros, dimeros, trimeros y tetrameros es
indicador de que el procedimiento fue eficiente EI control debe tener solamere la banda

correspordiente al monémero (31a 36 kDa).

[1.16.3.3. Armado de lostetr ameros
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Finamente para armar los tetrdmeros se utiliza estreptavidina marcada con el fluorocromo desealo
y se agegapor goteo, lentamente y con agitaciéna fin de favorece la formaciénde tetrameros
(16,5ul cada 10 minutos para SAV APC 31ul cada 10 minutos para SAV PEy 7ul cada 10 minutospara

otros coloresAlexa, Fluaesein, Pacificof PacificOrange).

[1.17. Desarrdlo del modelo de Markov de la epidemia del HIVd

Elmodelo de Markov para estudiar la epidemiadel HIV en Argentina fue desarrollado en paralelo al
presente trabajo de tesisdoctoral y utilizado en ege trabajo para estima el afio mas probable de
deteccidn de los primeros casosde SIDA a fin de validar las estimacionesde los primeros casosde
infeccion realizalos mediante andlisisfilogenéticode las secuanciasobtenidas en la presentetesis
Diclo modelo de Markov incluye prediccionesque involucran el tratamiento antirretroviral y la
transmisibilidad aunqueen lo querespeda alos objetivos espedficosde la presentetesis selimitd su
utilizacion a prediccionesen ausenciade tratamient antirretroviral comoera el casoal comienzode
la epidemia de SDA. El mismo fue previamente validado con datos realesy dichasvalidacionesse

presentan en el Anexo VII. A continuacit seprovee unadescipcidn breve de dichomodelo:

El mismo consige en un modelo basalo en matrices de Markov tiempo deperdientes. Utiliza el
software TreeAgeRo Suite 2007 (TreeAge Softwvare, In¢) y los andlisisson realizalos mediante

microsimulaciores de Monte Calo.

Eneste modelo la poblacionbajo estudio es una cohorte de individuos hipotéticos iniciallmente HV
negaivos que alo largo de cada corrida del modelo y en algdnmomento de suvida seinfectan.Los
individuos ingresan al maodelo con una edad, sexo, grupo de riesgoy conteo de CD4 que es
muestreado de distribuciores obtenidas de datos epidemioldgicos publicados y se infectan con
probabilidades deperdientes del sexo, grupo de riesgoy edad. El modelo opera con ciclos que se
repiten en intervalos que representanel tiempo en meses.En cada ciclo (0 mes cada individuo
puede esta o no infectado, y si estainfectado puede estar diagnosticado o portar unainfecciénno
diagnosticada. La historia natural de la infeccionse model6 como estadios mutuamente excluyentes
gue representanlos tres estadios clinicos caracteristicos (asintanatico, sintomatico, SDA). Durante
la simulaciény en cada cicloel programaregistralosvaloresde todaslasvariablesque caracterizana
losindividuosy ademésel egadio en el que seencuentran. Cuando seinfectan selesasigna un valor
de cargaviral. El conteo de CD4empieza a descerder segununa funcion deperdiente de la carga
viral y determina las probabiidades de transiciénentre estados. Lasprobahlidades de progresiona
SIDA y muerte deperden del conteo de CD4 carga viral, edad actual y edad de infeccion. Los

individuos pueden diagnostcarseen el modelo a travésde dosvias: mediante testeovoluntario o por
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identificaciénpor sintomatobgia con probabilidades que deperden de su edad actual sexo y grupo
de riesgopara el primero (seglin curvasrealesobtenidas de certros de testeo voluntario de Buenas

Aires) y conteode CD4para el segurtdo.

Cuaro sediagrostican losindividuospueden iniciar tratamieni o permanecer no tratados. Eneste
sentdo, algaritmos clinicos fueron induidos para que el modelo ¢leaZ los parametros de los
pacentes y sdecidaZ si iniciar tratamiento o no. La historia de tratamierto fue modelada como
estados que representan el primer afio de tratamiento, la terapia supresaa y la terapia no
supresara. Cuato formasdistintas de respuestasal tratamientofueron modeladasde acuerdo asi, €l
individuo poseeo no respuestas discadantes viroldgicay/o inmunoldgica.La falla al tratamiento se
model6 de marera que puede ocurir debido a toxicidad o ineficaciade los tratamientos. La
frecuenciade medicién de la cargaviral y conteo de CD4fueron incluidastambién como entradasal

modelo.

Lasprincipalesprediccionesque constituyen en parte suvalidacion semuestranen el Anexo VII.
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[1l.1. Caracterigticasde la poblacion bajo estudio

Paa el presenteestudio setomaron muestrasde sangre periférica de pacientes HIVpostivos en dos
etapas distintas. En la primera se tomaron muestas de 395 pacientesy se procesaon a fin de
almacenar plagna y célulasmononuclares de sangre periférica (CMSIP viables almacenadas en
nitrégeno liquido. Enla Figua lll.1.se muestra un histogramacon el nimero de muestras mensuale
recokctadas.Laprimera muestra para la primera etapafue tomada en el mes de marzode 2003 y la

ultimaen octubre de 2005

Figura lll.1. Histogramade la frecuenca de muestreo en los 3 afios que durd la recolecciénde
muestras de la primera etapa. Enrojo sedetallan aquellospacientesdonde serealizéla
caracterizactn de losgeresHLA Ay HLA B.

El63,5% de los pacienteseran hombresy el restarte 36,5% mujeres. Laedad promedio fue de 35

anos la distribudon de estavariablesemuestaenlafiguralll.2.

Figura 1ll.2. Histograma de edad de los 395
pacientesincluidos en el estudio al momento de
toma de muestra
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Lasegunda etapa consistiéen tomar una segurda (y en algunc casosuna tercera) muestra de los

pacintesenroladosen la primer etapa.

Solre el conjunto de primeras muestas serealiz6la caracterizacién de losloci Ay Bdel genHLA a
103 de ellas.Elhistogamade muestas selecciondas se muesta en rojo en la figura Ill.1. anterior
solre el histogama de muestras totales. Dicha caracterizacbn fue realizada también sokre 10
muestrasadicionalestomadas en el afio 2001 para las cualessedispornia de célulasalmacenadasafin
de poder extender el periodo de tiempo bajo analigs. El detalle de las edades, fechade muesteo,
cargas virales conteosde (D4 y alelosidentificados en los genesHLA Ay B se muesta en el Anexo |.
Eldetalle de lascaracteristicas de los pacientesen las segurdasy tercerasmuestasseresumeen €l

Anexo ll.
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[11.2. Identificacion de mutaciones de escape CTL

Cono primer paso para el estudio de la respuesta inmune a nivel poblacional se utilizé la
metodologia descripta en la seccion14.1 de *materiales y métodosZ de la presente tesis con el
objetivo de busar evidenciade selecci® mediada por HLA sokre el genomaviral. Lacaracterizacidn
de los genesHLAt Ay HLAt B en las 103 muedras selecabnadas arrojé como resultado una
prevalenciade cada alelo en ambosgenes que en geneaal es similar a la de la poblacion geneaal
aunaque algunosalelos se encuentran sobrerrepresentados (A24, A68, B3, B07, B40, A31y B&;
Figualll.3).

Figura lll.3. Resultados de caracterizadhn de los alelos de los genes HLA Ay HLA B comparados con
la prevalenciaen la poblaciéngeneral.

Enel conjuntode datosde HLA para los genesAy B no sedetectaron individuos que compartieran el

mismo conjuntode alelos.
[11.2.1. Los primeros andlisis de asociacbn estadistica

A partir de unamuesta de 140pul de plasma de lasmismas103 muestrasserealizéla extracciondel
AR\, amplificacdn por RT PCR del genviral gagy secuenciaciénlLuegode realiza el alineamientoy
edicion de secuencias un total de 1210 paresde basesdel genama viral fueron secuen@das. Solye
dichas secuencia se realizé el analisisfilogenéticopara caracterizar genéicamenteal virus. Enla
figura lll.4.se muestran los resultados del andlisisde similitud por el método de Neightor Joiningde
las secuenciasbajo estudio con otras secuenciasreferenciade distintos subtipos del HIV. Comose
obsevaen lafigura, 35 de ellasfueron subtipo B, 56 fueron recombinantesBF, unafue subtipo Cy 1

recambinante AD.
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Figura lll.4. Arbol filogenético construido mediante el método de distanciade Neighbor Jining
parael genviral gag sobre el conjunto de muestras analizalas. Las ramasrojas representan el clado
de subtipoBYy lasramasverdesel clado de recombinantesBF.Los puntosnegrosrepreseranlas
muestasanalizalasy los puntosen color rojo y verde representan referencias de los subtiposBy F
respectvamente.

Lueg, el alineamiento nucleotidico fue traducido a aminaacidos y, junto con los datos de
caracterizaciénde los genes HLA, fueron realizalos los andliss de asociaion entre alelos HLA y
polimorfismosvirales.Brevemente, esteanalisisse basaen el hecho de quelos polimorfismosvirales
gue previenen el reconociniento de péptidos virales en el contexto de la moléculade HLA por los
linfocitos T citotéxicosespedficos (ya sea reducierdo la afinidad del péptido por la molécula de HLA,
la eficienciade procesamieto por el inmunoproteosomao el reconocimieéto por el TCRen el LT
CDg se espeaa que estén presentes en frecuertias signifiativamente mayores en individuos
infecados que portan el alelo para el cual el péptido poseerestriccion. A través de este andlisis
encatramosun total de 75 polimorfismos significatvamenteasociados con diferentesalelosde HLA
en nuestra poblacion (p<0,05, regresibn logistica). Luegode la correccbn para comparaciones
multiples 22 de las75 asocacionestenian un valor g menar a 0,2 (que se corresporden con un valor

p corregido menor a0,0140) de acuedo al método de Benjaminiy Hochbeg (Tablalll.1).
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[11.2.2. Compara&ion de las mutaciones identificadas conlos epitopes conoddos del HIV

Laposiciénde las mutaciores que se encontraron significativamente asocialas a los distintos alelos
HLA fueron comparadas conlos datosde epitopes conocidos de acuerdo al sresumen de los epitopes
CT_mejor definidosZ[22] y se encontd que 6 de ellos se ubicaban dentro de epitopes previamente
desaiptos para el alelo bajo analisis.Por otro lado, otras 3 mutacionesse encontraron dentro de
epitopes no caracterizados previamerte pero predichos por los programas NetMHC 3.0 (CEs
Prediction Sever, Cente for BiologicalSsquenceAnalysis Techical University of Dennmark [23]) y/o
Epiped (Microsoft Reseach[24]).

[11.2.3. Correccid filogenética de las asociaciones encontradas

Cono se explic anteriormente en la introduccion los datos biolégicosde comparacian podrian no
sa estadisticanente independientes debido a una historia filogenética compartida y por lo tanto
podrian violar ese supuestobasicode la mayoria de los procedimientosestadisticos.Ede problema
puede ser restelto incorporando informacion filogenética en el analisis[25]. Estascorrecciones
filogenéticasayudan a identificar resultados falsospositivos en analisisde asociaciénentre alelos
HLA y polimorfismos virales debido a relacionesevolutivas entre individuos que portan escs
polimorfismos[26]. Pa lo tanto, se aplicaron estosprocedimientos al presente estudio. Primero, se
removieron todas las sectencias recambinantes del andlisis con el objetivo de evitar efectos
confundidores en la inferencia filogenéica. Luegq aplicamosel método bayesianode Calenasde
Markov y anaisis de Monte Calo a las 22 asociacionespara corregr por correlacione
filogenéticag19]. Losdetalles del resultado de este andlisisse muestan en el Anexo Ill. Comose
muestra en la tabla lll.1, se encontaron cuatro asociacionesfuertemente sopatadas luego de la
carreccion filogenética y ses moderadamente soportadas. La mayoria de las asocia®nes (7/10)
sopatadas por la correccdn filogenétca se encantraron al mismo tiempo dentro de epitopes
previamente definidos o predichos. Entre las 12 asociacionesno sopatadas dos de ellas fueron
encmtradas también dentro de epitopes conoctlos o predichos. Lasrestantes 10 asociacions
fueron consideradasprobables falsospositivos.

[11.2.4. Andlisis de la prevalencia de las mutaciones identificadas a lo largo de la epidemia del HIV
en Argentina

Con el objetivo de analiza la dindmia de estas mutacionesde escapea nivel pablacional se
analizaron un conjunto adicional de secuenciasdel gen viral gag de 129 muestas de plasna
obtenidas de individuos recientemente diagnosti@dos entre los afios 1987 y 2006. Las mismas
fueron clasificalas de acueado al subtipoviral y al afio de toma de muestay seanalizéla frecuenca

de aguellospolimorfismosidentificados como mutacionesde escape CTLen tresintervalos distintos
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de tiempo. Elandlisisfilogenético mostro que 93 (36,9%) de las 252 muestas pertenedan al subtipo
B, 55 (21,899 eran subtipo Fy 103 (40,9%9 eran recombinanes BF, lo cual es consisente con el

hecto de que en Sudaméricalasvariantes del subtipo B co circulan convariantes recomhnantesBF

Tablalll.1. Resumen de las 22 mutaciones potenciales de escapeCTLlidentificadas por andlisis estadistico

Estado enla posicion valor p Analisis de epitopes

Pasicion :
comregido

HLA Corsenso  Polimorfismo enHXB2 OR valorp

Secuencia Antecedente

Correlaciones fuertemente sopottadas como escape por la correcddn filogenética

AO3 K QR P028 21,0 <107 0,0006 RLRPGKKE: Conoailo
B57 T N P242 54,7  0,0002 0,0013 TS LQEQIGWF  Conooailo
All A KM TV P11¢ 10,5 0,0018 0,0019 KTQQ AADK NetMHC
AO3 E DG P055 48 00123 0,0139 r r
Correlaciones moderadamente soportadas como escape por la correcddn filogenética
BO7 G S P®7 138 0,0050 0,0051 GF HKAR/L Conoailo
A24 R K PO30 0,2l 0,0076 0,0070 KY LKHNWW Conoailo
All G S P&H7 132 0,0070 0,0063 GVGGP HKAR Conoailo
Epiped/
A02 Q H P065 48 0,0031 0,0025 ILeq P4 NetMHC
B40 T A P081 58 0,0084 0,0076 r r
A24 \Y LI P046 3,4 0,0090 0,0082 r r
Qorrelaciones dentro de epitopes conocidos o predichospero no soportados por la correcddn filogenética
A02 A V P083 0,13 0,043 0,0038 dwrv 1L Conoailo
Epiped/
C
A01 GAP/N S P125 NPC 0,0105 0,0114 N SQVONY NEtMHC

Qorrelaciones que no se encuentran en epitopes predichosni conocidosy tampoco sopottadas por la correccion
filogenética (probables falsospostives)

B49 K EQAD PO12 0,00 0,0116 0,0127 r r
B40 Q KRN PO90 0,00 0,0104 0,0102 r r
A02 A PST P14% 0,2r 0,00099 0,0095 r r
A0l L VM P215 0,00 0,0105 0,0108 r r
A3l T S P32 0,12 0,0063 0,0057 r r
A3l N STG P372 NPC 0,0099 0,0089 r r
BO8 T VA P303 40 0,0047 0,0044 r r
B49 E D P312 156 0,0119 0,0133 r r
A0l P TSQI P33 49  0,0042 0,0032 r r
A24 T S P34 59 0,0110 0,0121 r r

En latablasedetallanlasposicionesde lasmutaciores en la proteina Gagreferenciade HXB2, el alelo
HLA asociao, el resduo aminoaddico masfrecuerte encontrado en cada posicién (consesg v el
polimorfismo correspordiente. Todaslas asociaciors mostradasen la tablatienen un valor g menar
a 0,2 (en nuestro conjurto de datos equivalente a un valor p de 0,0140). Las mutacbnes son
clasificalasde acueado al nivel de sopate de la correccidnfilogenéticay sise encontrabandentro de
epitopesconocidos o predichos.Enrojo sedestacanasposicione donde el escapefue identificado y
en negita el/los resduo/s de anclajea la moleaular HLA correspordiente. Se utilizé la lista de
epitopes conocidos segin Los Alamos Bestdefined CT./CD8+ Epitope Sunmary y los programas
NetMHC 3.0 (ZNetMHCZOBSPrediction Saver, Ceter for Biobgical Sequee Analysis Technical
University of Denmak) y Epipred softwares (ZEpipedZ, Microsoft Reseach) para prediccion.NPCNo
esposiblecalkular el valor



en prevalenciasimilar. Unamuestra correspordia a subtipo C. A pesa de la elevada prevalenciade
formas recombhantesentre los subtipcs B y F, la mayoria de ellas compatian el mismo patron de
recambinacion lo cualnos permitio clasficarlasde acuerdo ala estructura de recombiraecién. Delas
103 recombinaries 68 (66%) de ellascompartian el mismopatrén de recambinaciénconsistenteen
un corto segmeno de subtipo B de 200 paresde bassen el 5¢ de laregion.Con el objetivo de evitar
efectos confurdidores por recombina@n y prevenir al mismo tiempo la perdida de muestas
analizables eliminamosagquellas secueriasque no posdan un estructura recombinate comany
consderamos a las restantes recombirantes BF como B para aquellas mutacionesubicadas en el
segnento B 5y como Fpara aquellasmutacionesubicadasen el segmentoF 3. Comose muesta en
la figura Il1.5., encontramos que los polimorfismos identificados como mutacionesde escapehan

tenido un rangovariable de compartamientos.

Figuralll.5. Terdencias en el tiempo de los polimorfismos identificados como potenciales
mutaciones de escapeCT por andlisis estadistico. Lasmutaciores fueron clasficadasde aauerdo al
subtipoviral (SubtipoFen el panelizquierdo, subtipo Ben el pand derechg), y de acuado a s fueron
identificadas por asociagnesnegatias (nego) o positivas(enaail). Exceptoparala mutacbnenla
posicionP3) para el subtipo F, lastendenciasfueron haciaun incrementoo permanenciaegableen
eltiempo. En particular, aquellosque actualmenteson el estado mascomun(identificados por OR
negatvos, lineasnegas) muestran los mayoresincrementosen el tiempo.

Mutacionescomo aqguellasubicadas en las posiciores 30 y 83 han incrementado signifcativamente
en el tiempo (p<0,05; Chi cuadrado para tendenciag en el subtipo B y en el subtipo F,
respectivamente mientrasque otrasmutacionesse han manterido a unabaja prevalencia comofue

el caso de la mayoria o dominando uno de los dos subtipcs virales B o F. Interesantemente



mutacionesen las posicione 30 y 83 parecenhabea alcanzao una elevada prevalenciaen el tiempo
para el subtipo B y F respectivamerte mientras que se han mantendo siempge en elevada
prevalenciaen el subtipo opuesto. Lo mismo se ha encontado para el escape en la posicién125,
dominando el subtipo Fy aumentardo en el subtipo B, aunqueno estadisticamente sigificativo en
nuegro conjunto de datos (p=0,211). Dehechq estas tresmutadonesde escapefueron encontradas
atravésde asocacionesnegativas (OR<1) debido a que el escape esactualmente el estado conseng

paraesaposici.

[11.2.5. Andlisis de substituciones sinbnimasy no sinénimas

Lue®, analizanos las tasasde substitucion sitio espedficas sinonimas (dS) y no sinbnimas (dN)
utilizando un método de Maximum Likelhood [89,90]: Mediante este analiss enconramos que 14
de los 399 sitiosanalizalos estabansujetos a presitn selectiva significatvamente negativa y 24 bajo
presidn selectva positiva (valor p <0,05) Dentro del ultimo grupo estabanincluidaslas posiciones34
(p=0,027) y 125 (p=0,007) previamenteidentificadas por asocia®mnesnegaivas. De hecho, comose
muestra en la Figura I11.6. la region correspordiente al epitope SLYNT\ATL con restriccion para el

aleloAO2pareceser unaregion calienteZ de selecobn positiva.

Figura lll.6. Resultados del andlisis de identificacion de sitio s bajo presién de selecciénpositiva. Se
detallael pico correspandiente ala posiciénP125y la regioncorrespordiente al epitope 9.9 con
regriccionparael aleloA02

[11.2.6. Identificacion de otras mutaciones cuya prevalenciacambi6 significativamente en el tiempo
Lue@ nos planteamos la hipétesis de que si la seleccion mediada por HLA es una fuerza
sufidentementefuerte para inducir un cambio en el estado de diferentesposicionesde lasproteinas

virales, entoncesla propaga&ion y acunulacionde mutacionesque no afectan el fitnessviral tienden
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a reducir la fuerza de la asociacién es decir que la transmsidn sin reversion incrementard la
prevalenciade mutacionesde escapeen individuosque no portan el aleloHLA selectivo conducierdo
auna pérdida de potenciaegadistica[29]. Pa lo tanto, no podran ser identificadaspor metodologias
basalas en asaiacionesegadisticas. Con el objetivo de determinar si los cambiosque se han
acunulado en otrasposiciores podrian haber sido determinados por selecobn inmune analizamoda
regién viral bajo estudio buscardo otros polimorfismos que han cambialo significatvamente en el
tiempo. Primero, clasificama lasmuestasde acuedo al afio de muesteoy al subtipoviral, y luego
llevamos a caboun andlisisbasalo en Chi Cualrado para tendencia. Encontamosque 12 de un total
de 399 posicione hanincrementado significativamente en el tiempo en al menosuno de los subtipcs

Bo F(p<0,05;tablalll.2.).

Nueve de ellas se encontaban dentro de epitopes CTLconoddos y las restantestres dentro de
epitopes predichos. De acuedo a programasde prediccidonde epitopes, nueve de ellos es probablke
que alteren la afinidad por la molécub de HLA. Particularmente, en las tres posicones donde
nuegros datos poseen suficiente potencia estadistica, enconramos evidencia de asociacién con
alelos HLA: dos de ellashabian sido identificadas como potenciaks mutacioresde escag CTL(enlas
poskiones30y 83, Tablalll.1l.) y la mutacién en la posicién84 tenian un ORde 0,34 y un valor p de
0,0716 para asciacionescon HLAAO2 Nuevamerte, los mayores cambbs en el tiempo fueron

obsevadospara aquellasmutacionesidentificadaspor asociaciaesnegatvas (Figualll.7.)

[11.2.7. Analisis estadistico global de las tendencias en el tiempo de las mutaciones asociadas a
escgpe

Clasficardo lasmutacionespor OResposibleobsevar los diferentes compatamientosen el tiempo
para aquellasmutacionesque alcanzarasociacionesiegatvascomparadascon aquellasdentificadas
a través de asaiacionespositivas. Paa evaluar egadisticamente las tendenciasen el tiempo se

realiz6 un analiss conel Modelo LinealGeneral de MedidasRepetidas.

El factor dentro de sujetosfue el afio de muestrea con 3 niveles segunel afio de recoleccionde
muestras: 19874997, 19982002 y 2003 2006. El factor entre sujetos fue como se detalla a
continuacion:(1) Asociaciomes positivas (aquellascon OR>1), (2) asociacions negativasque dominan
un subtipo viral (aquellascon OR<1y el subtipo en el cual siempre dominaron) y (3) asociacions
negaivasque no dominanun subtipoviral (aquellascon OR<1y en el subtipo viral que no dominan).
Eltamafio muedral para cada nivel fue 18, 4 y 4, respectivamerte (nivel 1: escapeen las posiciones
P28, P46 P55, P65, P81, P118, P242 y P375; nivel 2: escapeen las posicionesd030, P084y P125en
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Tablalll.2. Resumen de los 12 polimorfismos que han cambialo significativamente su prevalencia en el
tiempo durante los Gltimos 20 afios de epidemia

Pasicion  valor p de tendencia Estados de la posicion Secuer,lciade Dentro del estudio
en - - —— los epitopes -
HxB2  SubtpoB  Subtiro F Corsenso  Polimorfismo conocidos OR Potencia Valorp

Dentro de epitopes conocidos

KIS A24: 0,23 0,83 0,0055
KY LKHWV ’ ' '

PO30 0,106 K GKOB08:

GCKKKY LK
RY11 A30:
ImWnAavLY
EV9B08:
B SIINTV
SL9A02
dwTtv 1L
RY11 A30:
RAWTV TLY
SL9A02
dwna L

FO84 0,730 T RYLLASO: 1,79 0,13
' RIWT\A LY ' '

TI9AL1:
LYcvioR
IL10 B4O:

IEI DTKBL
EL9BA0:

EEAABWDR
AV9 B4

AEWDRLHF

HA9 BO7:
HF HAGPA
HA9 BO7:
HPvHAGP A
R8 B52:
RMYSP SI(1)
VI9 Cwv18:
VRMYSP SI(1)

NC 042

1,70 0,08
PO76 R
1,25 0,05

0,10 0,84 0,0008
P083 0,904 Vv
NC <0,01

0,34 0,77 0,0716

283 0,30

P095 0,088 R 0,82 0,15

P215 0,930 \% 042 0,15
284 0,29
P218 0,770 \Y,
NPC 0,3
P223 0,123 1,55 0,13
2,61 0,11

P280 0,601 V
NPC NFC

Dentro de epitopes predichos
AK9IAL1:
AVLYCVH K
CK9AM3:
CVH KIEK
EI9B68:
ET EGCRQ (1)
AFFIMPV NL8A24:
@) NYPIVON

PO90 0,614 Q KR(2)

POS4 0,555 s APT(2)

P138 0,628 L

S muestan lassecuenciaaminoaddicasde los epitopesconocdos alrededor de estasmutacionesy
resaltado enrojo el resduo que cambia.Aumentado de tamafiosemuesta en cada epitope el resduo
de anclajeala moléculaHLA. Tambiénsemuestanlosresultados del analisisestadistico para esas
posiciones(1) Enestosca®sno sedisponia de informacionacecade resduosde anclaje(2) Enestos
casosseobseavo un incremento signifiativo en el tiempo de todos losresduosalternativosal resduo
congensocomogrupo. NPCno esposiblecdcula el valor.



Figuralll.7. Terdencias en el tiempo de los polimorfismos identificados como potenciales
mutaciones de escapeCIL por el andisis de tendencia. Semuedran laslineas de tendencia para 3
puntosen el tiempo de la prevalenciaestimada. Les mutacionesfueron clasifcadasde acuerdo al
subtipoviral (SubtipoFen el panelizquierdo, subtipo Ben el pand derechg), y de acuado a s fueron
identificadaspor asaciacionesnegativas(nego) o positivas(en azu). Lasmutacionesen las
poscionesP y P83 serepiten comoenlaFiguralll.5. debido a que seencontaban
significatvamente asocialasa un aleloHLA (g<0,2)y tambiénseencontré un cambio significativo en
eltiempo (Chi cuadrado paratendencas, p<0,05) Exceptoparala mutacionen la posicionP215 para
el subtipo B, lastendenciasfueron haciaun incremento o permanenciaestable en el tiempo.

subtipo By PO83 en subtipo Fy nivel 3: escapeen las posiciores PO30, P084 y P125 en subtipoFy
P0O83 en subtipoB). Elsupuesto de iguabad de matricesde covarianzafue evaluado conla pruebade
Bax y demostro cumplirse (F: 2855 = 1,489; p =0,127), el supuesb de esfeicidad fue evaluado conla
prueba de Mauchly y también fue confirmado (p =0,112), el supuesto de igualdad de varianzasfue
evaluado con la prueba de Levene y también confrmado (F. »; = 1,024; p= 0,376 para TUFR,. 5 =
0,117; p= 0,890 para T2/F,. » = 0,002; p= 0,998 para T3J. Lainteraccionentre factores fijos fue
signficativa (F. 5, =13.82; p<0,00L), por lo tanto serealizéun andlisisde efectossimples mediante
ANOVA de 1 factor para los nivelesentre sujetos.Los resultados para cada grupo fueron F,. 45 =1,372
p=0,264 paraelnivel 1, /. 9=1,031 p =0,395 para el nivel 2 and F,.9=4,193p =0,052para el nivel 3.
Enel Anexo IV se detalla la salida del programa para el preserte analisis.Como se mencionaen la
secodn *materialesy métodosZ el cuadrado medio del error en el Andlisisde Medidas Repetidas es
un mejor estimador de la varianzadel error ain para el andliss de efectas simplesy por lo tanto,
utilizarlo en la estimacion de los estadisticos F resuta masapropiado. Tomando en cuenta esto, se
obseava una asaiacion signficativa entre la prevalencia del estado de es@pe y el tiempo para los

tresgrupos como seobsevaenlatablalll.3.
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Tablalll.3. Resumen del andlisis estadistico de medidas repetidasy de efectos simples.

Fuentede Sumade Gradosde Cuarado
Variacion cuadrados libertad Medio Estadistico F Valor p
ANALISIDEMEDIASREPHDAS

Ente sujetos
A 549866 2 274933 414 <10”
BenA 13930,5 21 6634

Dentro sujtos
C 720,2 2 360,1 11,6 <10"
AxC 17496 4 4374 14,1 0,006
Cx(BenA) 1301,5 42 310

ANALISIDEEECTOSIMPLS
Nivel 1: Asociaciones postivas (aquellas con OR>)
Ente 7432 2 3716 11,9 <10"
Eror 1301,5 42 31,0
Nivel 2: asociaciones negativas que dominan un suktipo viral (aquellas con OR<1y el suktipo en el cual
siempre dominaron)
Ente 265,5 2 132,8 43 0,020
Bror 1301,5 42 31,0
Nivel 3: Asociaciones negativas que no dominanun subtipo viral (aguellascon OR4 y en el suktipo viral
gue no dominan)
Ente 17584 2 8792 28,4 <10”
Eror 1301,5 42 31,0

Sibien el andliss estadistico demuesta una asociadn significdiva en los tresgrupos el analisisde
contrastesdemuestra que solamente las mutaciores pertenecientes al tercer grupo muestran una
tendenciaen el tiempo, y ademases el que poseelas diferencias con mayor significanc del grupo.
Cono se obseva en la tabla 1ll.4, las mutaciores identificadas por ORs positivos disminuyen
signficativamente del tiempo 1 al 2 y luego aumentan entre lostiempos2 y 3, aunqueno en forma
signficativa. Lasmutaciones que dominan subtipcs virales (nivel 2) aumentan signifcativamente
entre los tiempos 1 y 2 y luego disminuyen aunque no significatvamente. Las mutaciones
identificadas con ORs negativosy que se encontraban en bajaprevalenciahaciafinalesde la década
de 1980s y comienzosde los 1990s aumentaron significatvamente haciafinalesde la década de
1990, y luegosostuvieron sutendenciahaciacomiereosy mediados de la década de 2000 aunqueno

signficativamente.

Losresultados desaiptos se muestran resumidos en la figura 111.8. Lasmutacionesque se han visto
aumentando significativamente en el tiempo se encuentran asociadas con alelos HLA altamente
frecuentes en la poblacion.De acuado a datos independientes (http://ww w.allelefequencies.ne},
los alelos A02 (asocialo con escapeen las posicimes 83 y 84), AOL (ascciado con escapeen la
poskion 125)y A24 (asocia@o conescap en la posiddn 30) seencuentran entre los cinm alelosmas

prevalentesen nuestra poblacion.

Consderando que varias mutacionesque han aumentado en el tiempo, lo han hechoen uno de los

dos subtiposvirales mientras que dominaban el otro subtipoviral comose menciondanteriormente,



esposibleque los subtiposviralesB y F estén convergiendo, al menosen su secuenciaaminoaddica
haci variantesmejor adaptadasa la repuestainmune poblacbnal comolo sugieen las tendenciss
de prevalenciaen ambossubtipos para las posiciores P030, P083, P084 y P125 como se muesta en

la Figuralll.9.

Tablalll.4. Detalle del analisis de contrastes parala comparacionde a pares de prevalenciade mutaciones de
escape entre los distinto stiempos.

Tiempos Diferenciamedia Error Estadistico
comparados observada estandar DMS de Fisher Valor p

Nivel 1

1 2 0,4 1,96815269 5,0 11,42

1 3 6,5 1,96815269 5,0 5,50

2 3 29 1,96815269 5,0 1,07 0,352
Nivel 2

1 2 11,4 3,93630537 10,0 4,19

1 3 7,1 3,93630537 10,0 1,65 0,204

2 g 4,3 3,93630537 10,0 0,58 0,563
Nivel 3

1 2 22,5 3,93630537 10,0 16,34

1 3 28,0 3,9363537 10,0 2525

2 3 5,5 3,93630537 10,0 0,97 0,388

Figura Ill.8. Frecuenciamedia de las mutaciones de escapea lo largo del tiempo. Elporcentgje de las
secuenciagjue poseenmutacionesde escapeserepresentanen el eje vertical. Debdo a que no hay
datospreviosdisponiblespara sabe que mutacionespodrian dominar el subtipo Bo F, la clasificacion
de lasmutacibnestuvo qué hacesea posteriori: aguellasque seencontraron dominando un subtipo
viral (lineaverde) y lasrestantes de acuerdo a sifueron identificadas por asoci@ionesnegatvas(linea
azu) o positivas(linearoja).



FHguralll.9. Tendenciaen el tiempo de las mutaciones de escapeidentificadas mediante asociaciones
negativas en los subtiposvirales By F.Las cuatro mutacionesidentificadassonactualmenteel residuo
consensgindependientemente del subtipo viral. Sinembargo, el analisisde su prevalenciahaciaatras
en el tiempo muestra que en afiostempranosde la epidemiadominabansolouno de losdos subtipos
viralesB o F. Estosignifi@a que sehanacumulalo en el tiempoy han dirigido una cornvergenciade
subtiposviraleshaciavariantesprobablementemas capacesie evadir laregpuestainmune del
hospedador.



[11.3. Equdio de la respuesta inmune HIV espedfica en la poblacion bajo estudio

Losestudios de respuestainmune se realizaron solre el conjurto de segurdasy terceras muestas
tomadas de los pacientesbajo estudio. Estose debié a que el conjunto de primeras muestras no
martuvieron buenos nivelesde viabilidad luego de un promedio de 3 afiosde almacaamiento. La
razén de esto fue principamente que en un momento el tanque de almacenamieno perdi6 el

nitrégenoy todas lasprimeras muestrasse descongéaron.

En total se recdectaron 49 segurdas muestas y 10 terceras muestas (Ver Anexo Il). Como se
muestra en la figura I11.10. el tiempo promedio entre primera y segurda muestra fue de 3 afios.Dd
total de 49 segundasmuestas, 29 de ellas correspaden a otros pacientescuya primera muesta fue
utilizada pararealizar el analsisde asocacionentre polimorfismos viralesy alelosHLA desaipto enla
seccdn 2 de reaultados. Losrestante 20 muestas corresporden a pacientes cuya primera muestra
fue recolectada en el periodo de tiempo detallado en la secciénl de resultedosy por lo tanto a ellos

selesrealizéademasla caracterizacionde losalelosde losgenesHLA Ay HLA B.

Figura lll.10. Frecuenciade recolecciénde primeras, segundasy terceras muestras alo largo del tiempo
Enel conjunto de segurdas muestras las cargasvirales mostraron unareduccionsignifcativa en los
pacintes que iniciaron tratamiento, el 45%de ellosno presentaban nivelesdetectablesdel virus en
sange. El conteo de CD4permaneciésimilar al de los medidos en las primeras muestras (Figua

I11.11).
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Figura lll.11 Valores medidos de Caiga Viral y conteo de células CD4en el conjunto de primerasy
segundas muestras recolectalas.

[11.3.1. Bvaluacitn del estado de activacion inmune general

Solre el conjunto de segumas muestas se realizétambién la evaluacionmediante citometria de
flujo de los niveles gengales de adivacion citotoxica medidos como porcentaje de célulss
CD3/CD8- que expresanlos marcadores CD38y HLA DR en su supeficie. EI mismo andlisisfue
repetido para la poblacionCD3+/CD4. En la figura Ill.12 se esquematizala estrategiade analisisde
estos ensayos. Eldetalle de los valores medidos de activacionse muesta en el Anexo Il mientrasque
enlafiguralll.13seresumenlosresultados obtenidos para cada tipo celula en funciénde los niveles
de cargaviral medidos en plasma.Cono se obseva, existe unatendenciapositiva entre los niveles
de activaciény los valores de cargaviral. Estaobseavaciénse puso a pruebamediante un analisisde
ANOVA consderando como factores fijos el grupo de carga viral (3 niveles) y el tipo celula (2
niveles). Losreaultados preliminaresindicaron que no se cumpla el supueso de homaogeneidad de
varianza (p=0,007; Prueba de Levene). El analisisde los resduos estardarizados sugirié que la
transformacion del logaitmo natural normalizaia los valores. Luegode dicha transbrmacion se
comprobo el supuestoantesmencionalo (p=0,283; Pruebade Levene). Elandlisisde ANOVA de dos
factores fijos para la variable transfamada no identificé una interaccidh entre ambos factores
(R46=0,437, p=0,649) y si detectd una magnitud de activacionsignificatvamente mayor para el tipo
celur CD8 comparado con el tipo celula CD} (F46=14766; p<0,001) y signifcativamente
dependiente de los niveles de carga viral (F46=5,677; p=0,006). El analisispost hoc de contrastes
para el factor de cargaviral demost6 que la diferencia significatva emerge en el grupo de pacientes

con cagas virales mayores a 1000 copias ARN/ml, cuyos niveles de activacin resultaon
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signficativamente mayores que aquellas medidos en los paciertes con cargas viralesindetectables
(p=0,006)

Figura lll.12.Estrategia de andlisis de los niveles generales de activacion de la respuesta inmune. Enlos
trespanelessuperioressemuestrala suesiva selecadn de subpobhcioneshasta la poblacioncitotoxica
(CD3/CD8). Enel panelinferior semuestra de izquierda a derecha:i. Un control de isotipo para el
fluorocromo APCutilizado con el anticuerpo anti CD3, ii. Un control de isotipo para el fluorocromo PE
utilizado conel anticuapo anti HLA DRy iii. Lamuestra completarmente marcaday la poblacié activada
CD3/CD8/CD38/HLA DR+segunlos limites de positividad determinados con losdoscontroles
anteriores.Elmismoandlisissereali solre la poblacionCD3/ CD4-.

Figuralll.13.Valores medidos de activaciongeneralde respuesta inmune CD4y CL8.
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[11.3.2. Estrategia parael andisis de respuesta inmune epitope especifica
Unavez estimados los niveles generales de activacidn inmune, se prosigud a evaluar la respuesa

inmune péptido espedfica.Para ello seutiliz la siguente estrategia:

1r S sintetizaon los péptidos correspondientes a epitopes salvajes y mutados (portadores de
mutacionesde escap# identificados en el andlsis estadistico de asocacion entre alelosHLA 'y
polimorfismosvirales.

2r Los péptidos sintetizados se utilizaron para detectar la presenciade respuestaespedfica en
ensayos in Kitro de ELISPTsolre muestasde OVISPgle pacientesy considerando la presenca
del aleloHLA para el cuallos distintos péptidos poseenrestriccion.

3r Secaracterizaron lascurvasde resplestaa péptidos savajesy mutados en ensayos de ELISPO3
fin de detectar diferencias enla magnitud de respuesta frente aambasvariantesvirales.

4r Se confirmd la naturalez citotdxica de la respuestay se evalué su nivel de polifundonalidad en
ensayosde estimulacionin witro y analisispor citometria de flujo.

5r S evalud el fenotipo de la poblacion citotdxica epitope espedfica mediante la técnica de

tetrdmeros.

Lasintesisde los péptidos se solicitd sin modificacioresadicionaks, a unacantidad de alrededor de 1
miligramo y una pureza mayor al 80% De acuedo a la cantidad de péptido sintetizedo, se
reswspendieron en dimetil sulfoxido (DMSQ a una concentacion de 20mM segunse detalla en la
tablalll 5.

[11.3.3. Bvaluacién de la frecuenciade reconocimiento de los epitopes bajo estudio

Conel objetivo de determinar experimentalmente si los sitios identificados por analiss estadistico,
realmente sonreconocdos por la resplestainmune espedfica en los paciertes infectados se evalud
la respuestamedida en ensaosin vitro de ELISPOpara la liberacionde IRN r frente a los péptidos
sintetizados en su versidnsablaje. Enlatablalll.6.seresumenlos resultados obtenidos. Cada péptido
fue ensayado entodaslasmuestrasprovenientesde pacientesque poseanel aleloHLA para el cualel
péptido poseerestriccion alélica. Losvalores mostrados corresponden al nimero de puntos neto
obtenidos en ensayos con 100,000CM® (el promedio de lasdos réplicasmenosel promedio de los
dos controles negativos). Los colores indican la magnitud de la respuesta:en azul se resaltanlos
negaivos, en amarillo aquelbs que cumplen el criterio de positividad (masde 5 puntoscada 100.000
CM$) pero menores al percentil 90 para el conjunto de valores obtenidos segunse detalla més

adelante. En naranja se muestran aqudlas respuesas consderadas de magnitud media (medidas
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entre los percertiles 90 y 95) y en rojo aquellasregpuestasde elevada magnitud (medidas solre el

percentil 95).
Tablalll.5. Detalle de los péptidos sintetizados
Peso molecul ar Masa

Nombre Secuencia Salvaje/ Mutado (gr/mol) sintetiz ada
A01-P12 5S N SQVSQNY Salv aje 1171 1,6
A01-P12 5N - N------- Muta do 1198 1,4
A02-P65 G | LGQL PSL Salv aje 1113 1,8
A02-P65 H - —-—-H--- Muta do 1121 1,6
A02-P84 T S LYNTVATL Salvaje/ Mutado 1124 1,4
A02-P83 V S LYNTVVTL Salv aje 1152 1,1
A02-P84 V S LYNTVAVL Muta do 1122 1,3
A03-P28 K RLRPGGKK Salv aje 1182 1,9
A03-P28 C - e Q Muta do 1183 1,3
Al1-P357G GVGGP HKAR Salv aje 1096 1,4
Al11-P357S = = ===Seeee Muta do 1126 1,3
A24-P30 K KY LKHIVW Salv aje 1357 1,3
A24-P30 R - -R------ Muta do 1385 11
B0O7-P22 3I HPVHAGPA Salv aje 1041 1,2
B07-P22 3V - -----V- Muta do 1027 1,1
B07-P35 7G CP HKARVL Salv aje 1077 14
B07-P35 7S - -S------ Muta do 1107 1,3
B08-P76 R EL SLYNTV Salv aje 1236 1,7
B08-P76 K ) Muta do 1208 1,6
B40-P21 5V EEAAEWDR Salv aje 1244 1,5
B40-P21 5L = =mmeee- L Muta do 1258 1,1
B40-P21 8V AEWDRLHP Salv aje 1264 1,5
B40-P21 8A - mmmeeee A Muta do 1236 1,8
B40-P95 R | EI DTKEAL Salv aje 1346 1,2
B40-P95 K - - -K------ Muta do 1318 1,8
B57-P24 2T TS LQEQIGW Salv aje 1324 1,2
B57-P24 2N - = N---o-- Muta do 1337 1
A03-P90 C CVHKKIEVK Salv aje 1225 1.3
Al11-P11 8A K TQQAAADK Salv aje 1105 1,9
A11-P90 C AVLYCVHQK Salv aje 1204 1,4
A24-P13 8L NYPIVQNL Salv aje 1086 1,2
B68-P54 S ETAEGCRQI Salv aje 1148 1

Segin sedetallaen la seccid 15.1. el punto de corte a partir se consdera una respuesa positiva es
de 5 puntos cada 100.000 OMSP.Sibien este punto de corte es el que comiinmente se utiliza para
estos ensg/os, una magniud de 5 puntos cada 100.000 OMSP resulta muy baja y conduce,

probablementea constlerar positivasmuestrasrealmente negativas.



Tablalll.6. Resumen de los resultados obtenidos en los ensayos de ELEPOTde respuesta péptido especifica.

ID
Muestra

—
o
<

P125N
AO2
P65Q

FO01
F018
F021
F023
F024
F026
F027
F028
FO30
FO37
F040
F044
F046
F047
F048
FO50
F060
F063
FO070
FO72
FO80
FO81
F085
F087
F090
F095
F100
F119
F133
F155
F174
F182
F189
F197
F235
F244
F284
F285
F288
F289

A02
P84T

AO3
P28K

P90Q

[22]
=]
<

—
>
<

P357G

P90Q

—
>
<

P118A

—
—
<

A24
P30K

<
N
<

P138L

BO7
p223I

BO7
P357G

BO8
P76R

B40
pP215v
B40
p218v
B40
P95R

B57
pP242T

—a

f

55

17,5

22,5

20

185

15,5

Estaproporcion de falsospositivos naturalmente decrece a medida que se incrementael punto de

corte. Espor ello, que afin de utilizar un criterio objetivo para clasifica la magnitud de la respuesa

solre el conjunto de todos los valores medidos en todos los ensayos se determiné mediante anéliss

estadisticolos percentiles90 y 95. Enla figura lll.14.se muesta la distribucion de la variable medida.

Debdo a que los datos sugeren que la mayoria de los ensa/os resultaon negativos, y de hechola

mediana fue practicamene 0 (0,5 puntos cada 100,000 CMSB, se puede consderar que la



distribucion de los valores medidos es una buena aproximacin a la variabilidad de los valores en
ensaos realmerte negatvos, y que por lo tanto aquellcs
signifcativament alejados de la mediana son ensaos cas
certeramente positivos. De esta maneaa consideramos respuesa
con alta magnitud aguellosensayos donde se obtuvieron valores
por sobre el percentil 95 (29,45 puntos), y respuestas medias
aguelas contenidas entre los percentiles90 y 95 (entre 18,55y
29,45 puntos). Aquellas respuestasque cumplen el criterio de
positividad antesmencionalo (mayor a5 puntos) pero por debap
del percentil 90 fueron consderadasrespuestasbajss. Elvalor de
5 puntos correspondid al percentil 76,6; es decir, que alrededor

del 25%de los ensayos puede consderarse en principio, positivos.

Figura 111.14. Distribucién de los valores medidos en los ensayos de
ELISPT para todas las muestras analizadas. En rojo se resaltanlas
resplestasde elevada magnitud, en naranjalas de magniud mediay en
azullas de magnitud baja.

La proporcidn de respuestapositiva a los distintos péptidos ensayados, junto con las magnitudes
medidas se resume en la figura 111.15. Como se observa, los epitopes A0Z2P84, AOBP28 y BO7TP &7
demostraron ser reconocdos con respuestas de elevada magnitud, mientras que los epitopes
AO0ZP65 y AGBPO0 alcanzaon reconocimientos de media magnitud. Paa los epitopes AOLP125,
Al1P118 A24P3, BO7P223, BO8P76y B40P215 no se detectaron respuesss, aunqueesta falta de
respuesta podria estar relacbnada con la limitada prevalenciade los alelos corresportdientesen la
poblacién bajo estudio que no permitié analiza un nimero grande de muestras. En este sentdo,
cabe destaca que resulta llamativa la falta de respuesta frente al epitope A24PJ), el cual fue

evaluado en 14 pacientes.
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Figura l11.15. Proporcionde respuesta frente alos péptidos evaluados en ensayos de ELIBOT.Se
detallala magnitud de larespuestay el nimero de muestasanalizalasen cada caso

Deltotal de 13 péptidos para los cualesse sintetizaon potencides variantes de escape[AOLP 125N,
AOZP65Q, AOZPB4AT, AGBP28K, AL1P3H7G, A24PK, BO7P2231, BO7PH7G, BOSP7AR, BAOP215V,
B40P218V, BAOPI5R, B57P242T], para 5 de ellos [como se observa en la figura 111.15. AOLP125N,
A24P30K, BO7P223I, BO8P76R, B40P215V] no se encontrd ningn nivel de respuestaen ningunode
los individuos evaluados. Los restantes 8 péptidos [A02 P&BQ, AOZP84T, AOBP28K AL1P®H7G,
BO7P357G, B40P218V, BAOPI5R, B57P242T] pudieron ser reevaluados para diferenciasen respuesa

frente aambasvariantessalajey mutada. Losresultados se muestran en la siguienteseccion.

Basalos en los resultados obtenidos, se reanalizola tabla 111.2. donde se mostraba una lista de 12
poskiones contenidas en un total de 20 epitopes potenciaks identificados en los andlisis de
tendenciapara determinar sialgunode ellos resultaba confirmado por los ensayos de HISPOTEnNla
tablalll.7.sedetallan nuevamente los epitopesde latablalll.2. junto conlainformaciény semuestra
la evidenciadisponible que los confirma. Obséveseque 8 de ellos no fueron analizalos debido a que
el alelo HLA por el cual posdan restriccion no se encontrabaen prevalenca lo suficienemente alta
como para aseguar un buennimero de casosanaliados. Comomuesta latabla, de los 12 epitopes
que fueron analizados donde se obsevaron tendencias significdivasen el tiempo, 5 de ellosfueron
confirmados con evidenciainmunolégicay uno (el A24R030) dispone s6lode evidenciaestadisticade
asocacion al aldo corespmdiente. De aqui en adelante, s6lo serdn consderados en los analiss

aqudlos epitopes con evidenciaestadistica y/o inmunoldgica.
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Tablalll.7. Resumende los epitopes sugeridos enla tabla 111.2. y confirmados en los ensayos de ELISPOT

Alelo
Pasicibn HLA  Secuenia Bvidencia Observaciones
P030 A24  KY LKHIW Estadistica p=0,0055
B08 GAKKKY LK No analizalo Bajaprevalenciadel alelo
PO76 A30  SINT\AWLY No analizalo Bajaprevalenciadel alelo
B08  EL SINTV Ausente Faltade pacientes
PO83 A02 dWTVTL Estalisticaeinmunoldgica p=0,0008
A30 RSINTV LY No analizalo Bajaprevalenciadel alelo
PO84 A0z dWMA L Estalisticae inmunolbgica p=0,0716
A30 RSINT\A LY No analizalo Bajaprevalenciadel alelo
All LYCVHQRI No analizalo Bajaprevalenciadel alelo
P95 B IE DTKBEL Inmunoldgica ELISeT
P215 B4 EEAABWDR Ausente no confirmada
P218 B4 ABWNDRLHF Inmunoldgica ELISeT
B07 HP HAGPA No analizao Bajaprevalenciadel alelo
P223 B07 HPVHAGFA Ausente no confirmada
P280 B52 RMYSF 9 No analizalo Bajaprevalenciadel alelo
CW18 VRVYSP S| No analizalo HLA Cno caracterizado en esteestudio
PO90 All  AVLYCVH K Ausente ELISOT positivo bajo y ensolo1 paciente
AB  CVH KIvK Inmunolégica ELISOT
PO54 B68 ET EGCRQI Ausente falta de pacientes
P138 A24 NYPI\QNL Ausente 1 solopacientemuy bajo

[11.3.4. Comparaion de la respuesta a los péptidos salvajes y mutados

Afin de identificar diferencias en la respuestaespedfica frente a los péptidos salvajesy mutados se
realizaron nuevos ensa/os de ELISPQesta vez frente a ambas variantes peptidicas. Estos nuevos
ensygos difieren del anterior en que el nUmero de célulasfue en geneal mayor: en promedio
200.000 célulaspor pocillo; esto es el doble que en el casoanterior, aunque en alguras muestas
lleg6 a 300.000 segundispaonibilidad de células.Ademas a diferenciadel caso anterior en el cualse
utilizé unaconcentracionde péptido de 10° M, en este casose utilizaron concentraciores seriadasa
1 logaritmo e intentando comenza con una concentaciin de 10" M, nuevamente, segin
disponibilidad de células.A continuacotn se detallan los resutados obtenidos para cada epitope

analizado.
111.34.1. AO2P65

Esteepitope seensayd en dos muesraspositivas la F048y la F197. Seutilizaron 163000 y 162.000
célubs por pocillo respectvamente. Losresultados se muestan en la figura 111.16.Cono se obseava,

la muestra F197mostré nivelesde resplestamuchomayoresfrente ala variantes salvaje compaado

— 78 —



con lo obsavado frente a la variante mutante. Lamuestra F048, en cambb, respordié de manea

muy simila aambasvariantes.

Figura lll.16. Respuesta al epitope AO2P65en las muestras F197 y F048.

111.34.2. AO2P84

Esteepitope se ensayd en tres muestras positivas la F037, F174 y la F048. Se utilizaron 130.000,
93.000 y 162.000 célulaspor pocillo regpectivamente. Losresuliados se muestran en la figura 111.17.
Lamuestra FO37 no pudo ser ensg/ada con el péptido P83V.Cano seobsevalarespuesaenlastres
muestrasfue practicamenteidénticafrente alos péptidos P84Ty P84V Frente al péptido P83Vno se

detectd ninguntipo de resplestaen ningunade lasdiluciones.

Figura lll.17.Respuesta al epitope A02P8! en las muestras FO37 F174y F048.

[11.34.3. AO3P28

Esteepitope seensayd en dos muesraspositivas la F197y la F289. Seutilizaron 162.000 y 230.000

célubs por pocillo respectvamente. Losresultados se muestan en la figura 111.18.Conb seobseava,
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en ambas muedras se detectd una respuesta de mayor magritud frente a la variante salvaje en

todas lasdilucionesensgadas.

Figuralll.18 Respuesta al epitope AO3P28en las muestras F197 y F28.

1.34.4. A11P3Y

Esteepitope seensayd en una muesta, la F046. Seutilizaron 86.000 célulaspor pocillo. Elresultado

fue negativo sugriendo un resultado falso positivo en el primer analisisde ELLSPOT.
111.34.5.B07P35%

Esteepitope se ensayd en dos muestas positivas la F030 y FO60. Se utilizaron 204.000 y 206.000
célubs por pocillo respectvamente. Losresultados se muestran en la figura 111.19.Cono se obsava
la respuestaen las dos muestras mostrdé una respuesta mayor frente a la variante salvaje y una

respuestapracticamentenula frente ala variante mutada.

Figuralll.19. Respuesta al epitope BO7P35%n las muestras FO30y FO60.
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111.34.6.B40P28

Esteepitope seensayd en dos muesraspositivas la F026 y la F095. Seutilizaron 292.000 y 198000
célubs por pocilo respectvamente. Losresultados se muestan en la figura 4.8. Lamuestra F095
resutd ser negaiva y es por lo tanto otro casofalso positivo del primer conjunto de analisis.La

muestra F026, como seobseva enla figura ll1.20. fue mayor frente ala variante salvaje.

Figura I11.20. Respuesta al epitope
B40P28 enla muestra FO26.

11.34.7.B57P22

Esteepitope seensayd en una muesta, la F080. Seutilizaron 256.000 célulaspor pocillo.Elresultado

fue negativo sugriendo un resultado falso positivo en el primer analisisde ELLSPOT.

[11.3.5. Confirmacion de la respuesta citotdxica especificafrente alos epitopes estudiados

Congderando que la prueba de ELISPDdetecta la liberacion solamente de IFNr w con el fin de
caacterizar la respuestaesyecifica previamente detectada por BLISPOEn términosde secreciénde
otras citoquinas se realizéla prueba de estimulacon in vitro con péptidos espedficos y posterior
marcacion intracelular de las citoquines MIPd t e IL2 apate de IFNr winicialmente se utilizo el
ioduro de propidio para diferencia céluls vivasde célulasmuertassiguierdo la estratega de analisg
que se esquemaiza en la figura 111.21. Como se observa en dicha figura, el porcentag de células
muertas solre la seleccionde la poblactn linfocitaria en el cuadrante de FSCvs SSGesultd ser 1%
solre las CD3, para la muestra F197 estimulada con una linea B autdloga sensibilzada con el
péptido AGBP28K (siguierdo el procedimiento detallado enla seccion). Cuardo no seusaron lineasB
autdlogas y en cambio se realizé la estimulaciondirecta de las CMSPcon el péptido mencionalo,

dicho porcentajefue 0,42%parala muegra F197y 0,33%parala muestra F289.
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Figura lll.21. Estrategia de analisis mediante tincion conloduro de Propidio. A. Lamuesta F197
estimulada conunalinea B autdlogasensibilizala con el péptido AOBP28K.B. Lamismamuestra
estimulada directamentepor incubaciéncon unaconantracién10” M del mismo péptido. C.La muesta
F289 estimulada también directament conel péptido AO2P28K.Encada casoel primer cuadrante
corresporde al FSQris SE, en el segurtdo seselecabnala subpobacionCD3 y sela diferenciade la
poblacionmuerta (IPpositiva), en el tercer cuadrante se determinala proporciénde linfocitoscitotoxicos
(CD3/CD8&)seaetoresde IFNm

Un incornveniente que surge de la utilizacion del loduro de Propidio es que el mismo absorbe en la
longitud de onda corresportiente al fluorocromo PE pero también interfiere con el fluorocromo
PeCP, y por lo tanto su uso limita el andlisisa 4 fluorocromos. Confimando los bajos niveles de
mortandad medidos en el experimento mencionalo, se decidié cambia la estrategia de anéliss
removiendo el loduro de Propidio e incluyendo dos marcasadicionales:el MIPd ty laIL 2. Lanueva

estrategiade andlisisseesqlematizaenlafiguralll.22.

Consderando también que los niveles de seaecion de IFNr viueron mayores cuardo se utilizaron
lineas B sensibiltadascomparado conla estimulacid directacon el péptido, se decidio utilizar lineas
B sensibilizalas en todos los experimentos siguieries seanautélogaso heterélogas(en aquelles

casa en que no se disporia de linfocitos B autologostransfamados).
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Enlatablalll.8.se detallael disefioexperimental. Cano seobseava, para cuaro de lasocho muestas
ensyadas sedisponia de lineasB autdlogas en losotros casosse utilizaron lineasB heter6logasque

tuvieran el/losalelos paralos cualeslos péptidosa ensayar tuvieranrestriccion.

Tabla I11.8. Disefio experimental para la deteccion de citoquinas intracelulares en linfocitos CD3+/CD8
péptido especifices.

HLA QISP HLA LireaB
CM& A B LineecB A B A02P65 A02P84 A03P28 AO03P90 BO7P357 B57P242
FO30 1 2 37 7 FO30 Autdloga 1
FO37 2 48 35 F197 2 1
F048 2 39 35 F048 Autéloga 1 1 1
FO60 1 24 7 44 FO30 1 7 1
FOBO 2 3 57 39 F289 3 57 1 1
FO87 3 31 7 45 F289 3 7 1 1 1
F197 2 3 27 18 F197 Autdloga 1 1
F289 1 3 57 7 F289 Autdloga 1

En latablaseresaltaen rojo los alelospresentesen las lineasB pero ausentesen lasCMSRestimuladas.
En amaillo se resaltanlas estimulaciores programeadas para confirmar las regpuestasantes evaluadas
por ELISPOE®n las curvas de respuesta mientras que en verde se resaltanestimulacionesadicionales
sobre otrasmuestrasno utilizadaspararealiza lascurvasde respuesta.

Cono sedetallaba enla figura 111.22., a partir de los distintos cuadrantesdel andlisisde citometria se
obtuvo el porcertaje de linfocitos CD3/CD8+ respmdedores segun la o lascitoquinasque liberaban
y los resultados obtenidos se muestan a continuation. Para determinar el limite a partir del cud
constderar una respuestapositiva se comenzdanalzardo las respuestasobtenidas en los ensa/os
controles es decir, aquelles donde las CMSPse enfrentaban a lineas B no sensibiltadas. Estes

resutadossemuestranenlatablalll.9.

Tabla 111.9. Magnitud de respuesta a los controles conlineas B no sensibilizadas.

Porcenaje de células CD3+/CD8+espondedoras

Lineas B Heterdogas Linea B Aut6logas L
Desviacion

Porcentajes FO30 F048 F197 F2® | FO37 F060 F080 F@®B7 Media egandar
INTwW 0189 006 0111 0,0/1 0,094 0,031 0109 0327 0,124 0,004
MIPAQ t 0784 111 1645 063 0782 1,02 0893 0,887 0,407
IL2 0,252 0,237 062 0436 0516 0528 0345 014 0384 0,168
IMNTrwMIPdt 0,036 0,088 0,035 0,016 0 0,032 0,047 0,043 0,032
INTwILR 0 0,042 0,00 0 0 0 0,014 0 0,08 0,015
IL2+MIPdt 0,083 0,05 0,027 0,047 001 0,041 0,018 0 0,028 0,019
INrwiL2+MIPdt 0,014 0,00 0,04 0,005 0 0,0 0 0,0 0,08

Enlatablaseresaltanenrojo aquellosvaloresidentificados comoextremosen el analisisestadistico
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Figura lll.22. Estrategia de analisis de polifuncionalidad de la respuesta péptido especificade CMSP
sobre lineas B sensibilizadas.
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