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Resumen

Relevancia de la variabilidad genética deHIV-1 y del hospedador en el SIDA
pediatrico: Sistema Vif-APOBEC3

Las proteinas APOBEC3 son citidina déeasas que pueden determinar cambios
G—A en la secuencia codificante de HIV-1, pexgad que les confiere una capacidad antiviral.
Esta actividad puede ser contrarrestada por el virus al expresar la proteina Vif, la cual recluta un
complejo ubiquitina ligasa basado en Culina5 desestabiliza a las moléculas APOBEC3. La
variabilidad genética tanto del virus como del leagmlor puede afectar la eficiencia con la que
se desarrollan estos procesos. Una elevada edicidA @uede resultar en la restriccion de
HIV-1 (fendmeno de mutagénesital denominado hipmutacion), aunque cambios en niveles
subletales podrian favorecer a la diversificacién viral.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la variabilidad del sistema Vif-APOBEC3
en nifios perinatalmente infectados por HIV-iedainando su relevancmara el desarrollo de
SIDA infantil.

Los polimorfismosAPOBEC3GH186R, APOBEC3G C40693T yCUL5 SNP6 no
parecieron modificar el curso clinicos de la infeccién. En cambio, mutaciones en Vif (insercion
de un aminoé&cido en posicién 61 y las susiittes V13I, V55T, A62D/N/S, L81M y Q136P)
si se relacionaron con diferencias en lomfies de progresion a SIDA. Se hallaron ademas
evidencias de que ciertos alelosAlROBEC3@CULS seleccionarian variantes particulares de
Vif. Se determind una baja frecuencia de casos con una poblaciéon proviral constituida
mayoritariamente por formas de HIV-1 hiperm@sdEl grado de edicién en niveles subletales
exhibio diferencias entre variantes@eL5y Vif.

En conclusién, la variabilidad del sistema Vif-APOBECS3 afectaria los tiempos de

desarrollo de SIDA pediatrico y también los niveles de edicion sufridos por HIV-1.

Palabras clave:HIV-1, Vif, APOBEC3GCULS5, SIDA pediétrico



Abstract

Relevance of HIV-1 and host genetic variability to pediatric AIDS: Vif-APOBEC3

system

The APOBECS3 proteins are cytidine deaminases able to determifedhanges in the
HIV-1 coding sequence, a property that confers them antiviral capacity. This activity can be
counteracted by the virus through the expression of the Vif protein, which recruits a Cullins-
based ubiquitin ligase complex that destabilizes APOBEC3 molecules. The genetic variability
of both virus and host may affect the efficiency of these processes. A high &gliting can
result in the restriction of HIV-1 (phenomenon lethal mutagenesis called hypermutation),
although changes at sublethal levadsild favor viral diversification.

The aim of the present work was to studywhgability of the Vif-APOBEC3 system in
perinatally HIV-1 infected children and tasses its relevance to the pediatric AIDS
development.

The APOBEC3GH186R,APOBEC3GC40693T andCUL5 SNP6 polymorphisms did
not seem to modify the clinical course of infection. In contrast, Vif mutations (a one-amino-acid
insertion at position 61 and substitutions V,1865T, A62D/N/S, L81M and Q136P) were
related to different times of progression to AIDS. Evidences suggesting that certain
APOBEC3@CULS alleles could select for particular fWvariants were also found. Cases
showing a proviral population mainly composbyd hypermutants were observed in a low
frequency. The grade of editing at subléthaels exhibited differences linked @UJL5 and Vif
variants.

In conclusion, the variability of the ViffAOBEC3 system could affect the time of

progression to pediatric AIDS and also the level of editing carried by HIV-1.

Key words: HIV-1, Vif, APOBEC3GCULDS5, pediatric AIDS
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1.1 Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (HIV-1) -

Generalidades

1.1.1 Mecanismos de transmisién y patogénesis

La transmision del HIV-1 requiere dedaposicion directa a material infectado
en presencia de lesiones en la piel o sibrees en tejido muso. En los individuos
portadores del virus, éste sdlh@n la sangre, en el fluideminal y preegculatorio, en
las secreciones vaginales y en la leche materna. Actualmente, la transmision del HIV-1
se produce en la enorme mayoria de los<a®sr la via sexuabin embargo, también
ocurren la transmision parenteral (visansfusional o en usuarios de drogas
endovenosas) y la transmision madre-hijo if@almente, es degciintrautero, al
momento del parto o por lactancjBugarin et al., 2007]

Producido el contagio, el HIV-1 infeciadetermina la muerte de linfocitos T
CD4+ y macrofagos, células clave del esisé inmune. Como consecuencia se da un
progresivo deterioro da respuesta inmunoldgica quersanifiesta clinicamente con la
aparicion de diversas infecciones oportwagsy también de patologias oncoldogicas,
eventos que marcan el desarrollo del sintr de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
(Fig. 11). El curso natural de la enfernastl varia enormemente entre personas
infectadas. En adultos, algunos casos puedestrar tan sélo unos 6 meses entre la
infeccion primaria y el diagnéstico de SIDAero también se han verificado casos con
periodos de hasta unos 25 afos sin evidende una progresion de la enfermedad
[Kuritzkes y Walker, 2007]En el escenario pediatrico, la infeccion perinatal conduce
usualmente a un desarrollo rapido de la mnéelad, con manifestaciones sintomaticas
tempranas que pueden darse en torno @uasro meses desde el nacimiento, o0 mas

tardiamente, hacia los cinco afios de effdologna, 2007] Afortunadamente, el
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desarrollo de diversas drogas antirretrdesay su administracion en forma combinada
(terapia HAART, siglas en inglés deghly active antiretroviral therapy terapia
antiretroviral de alta eficag) han mejorado enormemente el prondstico clinico y la
calidad de vida de los pacientes infectaf®srk et al., 2005; Kuritzkes y Walker,
2007]

Aunque los motivos para las diferencias los tiempos de desarrollo de la
enfermedad no estdn del todo claros, mi& de los factores ambientales, las
caracteristicas genéticamta del virus como del hospedador jugarian un rol clave

[Poropatich y Sullivan, 2011]

Infeccion

(--) primaria Vs Infeccitn cronica (—)
1000+
V| i Sintomas de Faze Infecciones 407
= 900 ' fase aguda asintomatica oportunistas Ll E
8007 106 =
- ey ;
O 700+ e 2
= “ 108
6004 =
& 500+ 10
= s
g 400- T
£ 300 /// - 2
- 200+ 7 g.
100 \L\“n‘ 101 5]

I i 1
4 8 12 16 2 4 B 8 10 12 14
Semahas Afios

Figura I1. Curso de la enfermedad en la infeccion por HIV-1Dentro de las pocas semanas desde la
exposicion al HIV-1, la mayoria de los individuos infectados presentan una sintomatologia inespecifica
(fiebre, dolores musculares y articulares, rash, faringiéedida de peso, etc.). Esto se acompafia por una
caida en los recuentos de células CD4+ y un eteydcb de viremia. Al establecerse una respuesta
inmune especifica, los valores de las células CD4+ muestran una recuperacién (aunque no se alcanzan los
niveles iniciales) y la carga viral exhibe un descenso. Luego suele pasarse a un periodo clinico
asintomatico que puede extenderse por afios, duraciieldh replicacion de HIV-1 persiste mientras se

da una disminucién progresiva de los niveles de células CD4+. Finalmente, el deterioro del sistema
inmune se refleja por la aparicion de infecciones oportunistas, que definirian el estadio de SIDA, pero

también de patologias neoplasicas. Adaptadeadeles-Belasio et al. [2010]
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1.1.2 Origen y diversidad genética

Luego del aislamiento y cacterizacion inicial de HIV-1 a principios de la
década de 1980, virus relacionados se demoobh en especies de simios y fueron
designados como Virus de Inmunodeficiencia Simiana (SIV). Distintos estudios
establecerian la vinculacion filogero@i entre HIV-1 y el SIV encontrado en
chimpancés (Sly,) (Fig. 12). Eventos zoondticos habrian determinado un salto de
especie ocurrido en el centro de Africa dimalmente resulté en la actual pandemia
[Freed y Martin, 2007]

Se reconocen para HIV-1 distintos @ado grupos filogenéticos, siendo el
llamado grupo M el que abarca a mas del #as variantes presentes a nivel global.
Este grupo M se divide a sexen numerosos subtipos difees (Al, A2, B, C, D, F1,

F2, G, H, J y K), existiendo también mudltiples formas recombinantes intersubtipo
(http://www.hiv.lanl.gov/ontent/sequence/HelpDdsabtypes-more.html) Su
abundancia presenta importantesiaciones geograficas. Ha Argentina, los virus
predominantes corresponden al tgub B o0 son recombinantes B/F1

(http://www.hiv.lanl.gov/componestsequence/HIV/geo/geo.comp)

HIV-1 Grupo M

FBD

J HIV-1 Grupo O

HIV-1 Grupe N

SIVcrzaae

SIVeezus® SiVepzcam

SIVepz.anr !
Otros SIVs
Figura 12. Origen y diversidad genética.Se ilustra la relacién filogenética de HIV-1 con SIV de
chimpancé, como también los numerosos subtipos de HIV-1 presentes dentro del Grupo M (dominante en

la pandemia). Se indican ademas los mucho menos frecuentes Grupos N y O, a los que se sumaria el
recientemente descripto Grupo P. Modificadd-deed y Martin [2007]
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1.1.3 Ciclo de replicacién

El HIV-1 pertenece a la familiRetroviridae Se trata de una familia de virus
envueltos cuyos miembros sgaracterizan por presentain particular ciclo de
replicacion que los diferencia marcadamenteeo de los virus. Sus particulas virales
contienen genomas a ARN simgiadena de palalad positiva(Fig. 13), moléculas que
son retrotranscriptas al ingresar a una eéhlédnco. Se produce entonces un genoma a
ADN doble cadena que se integra luegouancromosoma del hospedador. La forma
integrada del ADN viral, denominada provirugysiluego de molde para la sintesis de
distintas moléculas de ARN viral que detaran la formacion de nuevos viriones
(Fig. 14). Estas dos propiedades (flujo inversdalenformacién genética e integracion)

constituyen el sello distintivo de la familia de los retrov|[asff, 2007]

Glicoproteina de superficie (gp120, SU)
env

Glicoproteina transmembrana (gp41, TM)
Matriz (p17, MA)
gag Cépside (p24, CA)

Nucleocéapside (p7, NC)

Integrasa (p31, IN)
Genoma ARN (+)

simple cadena Retrotranscriptasa (p66/p51, RT) p0|

Proteasa (pl11, PR)

Figura 13. Representacion esquematica de una particula viral madura de HIV-1Se detallan las
principales proteinas constituyentes del virién, indicandose también los genes codificantes para sus
precursoresgag, pol, eny). Notese la presencia en la particula de dos copias del genoma del virus, como
ARN (+). Modificado de-reed y Martin [2007]
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( ) Ensamblado

(1) ) y liberacién
Adsorcion \Fl’ir:;tlzlsnas / .
y fusién O$O e >
>O<> \/\ (+) ARN : (5) Traduccion 7 <>O<
o Yayva
2) Transcripcion ¢
( ) . reversa V\ N V\ \/\\/\
(-) ADN e
HIV-1 E // VARVA N \/\ \\“\\\
" AN A 2
+ / Sintesis \
(-) ADN ‘\ A (4) de arn

\ —
| A\ EEEEEEE______=z== @SEEEEEHR ///
; . X Cromosoma
R~~~ === - > Provirus
(3) “Importacion _

e integracién

Célula blanco

Figura 14. Ciclo de replicacion de HIV-1.EIl proceso inicia cuando las particulas virales se adsorben a
través de las proteinas de la envoltura a receptspxificos de la membrana celular, lo cual determina

la fusion de membranas y el ingreso del material genético del virus a la célula blanco (1). Blgeoces
transcripcion reversa se desarrolla en el citoplasma celular, sintetizdndose a partir del genoma viral a
ARN (+) una hebra de ADN (-), gdmalmente resulta en un genoma de ADN doble cadena (2). EI ADN

viral asi generado podra importarse al nicleo para integrarse como provirus en un cromosoma de la célula
hospedadora (3). A partir del provirus se sintetizaran ARN gendmicos virales y distintos ARN mensajeros
(4). La traduccion de estos uUltimos determinara la produccion de nuevas proteinas virales (5), el
ensamblado de particulas y su final liberacién (6). Modificadéreled y Martin [2007].



INTRODUCCION

1.1.4 Estructura genémica

Los retrovirus pueden dividirse en dgsipos: retrovirus simples y retrovirus
complejos. Los retrovirus simples codificpara los factores Gag, Pro, Pol y Env. Se
trata de productos génicos con funcion estmat (Gag y Env) o enzimatica (Pro y Pol)
indispensables para la replicaciéon de quir retrovirus. Los retrovirus complejos
cuentan ademas con una serie de genesamesodificantes para pequefias proteinas
que desempefian funciones diversas durante la infe¢@iofi, 2007} Uno de los
géneros dentro de los retravsr complejos es el de los ritevirus, el cual incluye al
HIV-1. Como casi todos los lentivirus, HIV-1 presenta entre sus genes accesorios al
denominado genif (siglas en inglés para factor de infectividad vi(&lp. 15). Se ha
demostrado que su producto, la proteina Vif, jugaria un rol clave para la replicacion del
virus al limitar la accién antiviral de los faces celulares de rescion APOBEC3 (del
inglés apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-lkeESta
interaccion entre virus y hospedador a trad@ssistema Vif-APOBEC3 (descripta hace
ya casi una década pBheehy et al. [2002Es el objeto de estuadel presente trabajo,

por lo que a continuaciése tratard en detalle.
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Figura 15. Genoma de HIV-1.Los genegagy envcodifican para componentes estructurales del virion.
El genpol codifica para factores enzimaticos, como la prete@sl, la retrotranscriptasa y la integrasa.
Se observan los genes accesotabsrev, vif, vpr, vpy nef La secuencia LTR contiene elementos que
regulan la expresion del provirus. Posiciones indicadas segun cepa de referencia HXB2 (K03455).
Modificado dehttp://www.hiv.lanl.gov/contentégjuence/HIV/IMAP/landmark.html
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1.2 Sistema Vif — APOBEC3

1.2.1 Funciones contrapuestas en la interaccion virus-hospedador

La familia APOBEC3 de citidina deaminasas es considerada parte del sistema de
defensa innato del hospedador e incluyeegmbteinas (productde igual nUmero de
genes en cromosoma 22) con la capacdtaéditar ADN simple cadena introduciendo
cambios G-U (Fig. 16) [Albin y Harris, 2010] Sus miembros APOBEC3G vy
APOBECS3F (y mas recientemente APOBEQ3kan sido intensamente estudiados
respecto de su habilidad paestringir la replicacion dellV-1. Estas proteinas pueden
ser incorporadas en los viriones y acteditando la hebra gativa del ADN viral
durante etapas previas a la integracion. &illtado de este proceso se manifiesta como
transiciones G>A en la secuencia codificante del viri8g. 17a). El grado de edicion
sufrido por un genoma puede no superarnikel subletal, sin que el potencial
replicativo del HIV-1 se vea limitado, pero akanza también el extremo en que la
carga de cambios-GA origina una forma inviabl¢Pillai et al., 2008;Sadler et al.,
2010] Este ultimo caso de edicion severalsaomina “hipermutacion”, fendbmeno con
claro efecto antiviral que propicia lacumulaciéon de provirus daflados por una
mutagénesis letal. Asi, los genomas d¥Hilhipermutados quedaran archivados como
formas integradas y muy dificilmenpedran ser detectados como virus ligieassell
et al., 2009] Por otra parte, las proteinas APOBEQodrian también interferir con la
replicacion de HIV-1 medianteecanismos que no requieren de la deaminacion, como
lo seria la inhibicién dda transcripcion reverséFig. 17a). Por tanto, la capacidad
antiviral de estos factores podria tener diintos componense uno dependiente y

otro independiente de su actividad enzim§titenriet et al., 2009]
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@

100 amino&cidos

APOBEC3A Il
APOBEC3B [ ——
APOBEC3C [ S 2

APOBEC3D/E
APOBEC3F
APOBEC3G
APOBEC3H

e TR

His-Xaa-Glu-Xaa,, ,.-Pro-Cys-Xaa, ,-Cys

() - .
Citidina Uridina

Figura 16. Miembros de la familia APOBEC3. Se esquematizan las sigieoteinas con detalle del
motivo citidina deaminasa consenso. Obsérvese la presencia de dos de estos motivos en algunos de las
moléculas APOBECZa). Se ilustra la reaccibn-€U catalizada en los eventos de edicién de ADN

simple caden&b). Modificado deHolmes et al. [2007]
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()
~——Ccc (-) ADN

ﬁ Deaminacion
: c->U

\i/_'-'-> Degradacion

AAA

Provirus
« editado
TTT (G—>A)
Célula Célula
productora blanco
~—Cccc (-) ADN
Q +) E
S ;
GGG :
———————— Provirus
Q ccc
Cul5

(b)

Figura 17. Mecanismo antiviral de los factores APOBEC3 y actividad de VifEn células infectadas

las proteinas APOBEC3 pueden incorporarse en las particulas virales en formacion, lo cual resulta en
virus libres cargando con estas moléculas en su interior. Los factores APOBEC3 actuaran en nuevas
células blanco inhibiendo el proceso de retrotranscripcion y/o editando genomas virales (algasos de |
cuales se degradarian) antesstdeintegracion como proviru®). La actividad de Vif, al reclutar un
complejo ubiquitin ligasa basado en Cul5, determina un descenso en los niveles de APOBEC3 que
dificultaria su ingreso a los vimes. De esta manera, HIV-1 cdetpria su ciclo de replicacion
evadiendo la accién de los factores de restriogipn
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El genvif de HIV-1 desempefia un rol contraofensivo ante la accion APOBECS3.

Su producto, la proteina Vifecluta un complejo E3 ubiduna (Ub) ligasa conformado
por Culina5 (Cul5), ElonguinaB (EloBElonguinaC (EloC) y Rbx2, reconociendo al
mismo tiempo a las moléculas APOBEC3 pdederminar su degradacion por la via
proteasomica(Fig. 18) [Henriet et al.,, 2009]La consecuente reduccion del nivel
intracelular de las proteinas APOBEE€@taria su entrada en los virion@sg. 17b).

Sin embargo, aunque la proteccion por part®/iflele los genomas de HIV-1 es clave
para la infectividad del virus, ésta pige exhibir importante variaciones en su
eficiencia. Dependiendo de cuan intessa la actividad APOBEC3 impuesta por el

hospedador, la barrera defensiva eagidr Vif puede presentar brechas.

(a)
—UblUb'UbiUb
r (A3G
| VIER ) &
= (E2 ~ub
o 3 Cul-5 Rbx-2 Ub/UbUBIUL
t.l.l'\‘u.’__" e e &39
4 q /
od " .
- ‘-—-‘5
Q0 » Proteasoma
(b)

Figura 18. Mdltiples interacciones establecidas por Vif.Se aprecia el complejo ubiquitina ligasa

basado en Cul5 que es reclutado para determinar la degradacion en proteasoma de las proteinas
APOBEC3. Modificado deHenriet et al. [2009](a). Mapa de Vif donde se indican los motivos
relevantes para las interaccisneon APOBEC3G y/o APBEC3F (consideradas las deaminasas de
mayor potencia antiviral), ademas de las regiomaglicadas en la uniéon con la maquinaria de
ubiquitinaciéon. Tomado dPang et al. [2010b(b). Cul5: Culina5, EloB: ElonguinaB, EloC: ElonguinaC,

Ub: Ubiquitina, A3G: APOBEC3G, A3F: APOBEC3F.

11



INTRODUCCION

En tanto esta claramente establecido que el mecanismo previamente descripto
constituye la principal funcion de Vif, otrosles han sido reportadpsra esta proteina
accesoria de HIV-1. Se ha demostrado que Vif se une con el precursor Gag, la proteasa
viral y también el ARN gendmico del virdsienriet et al.,, 2009] Mediante una
compleja interaccion con todestos factores, Vif es rechtdo en la particula viral y
tendria la capacidad de modular su madiédn. La participacion de Vif en el
ensamblado del viribn podrger importante para interferwon el empaquetamiento de
las proteinas APOBECS3. Intsantemente, Vif podria tambi@mhibir la traduccion de
APOBEC3G uniéndose a su ARN mensajdfercenne et al., 2010Ademas, Vif seria
un componente integral del complejo thanscripcion reversaen el que podria
estimular la actividad polimerasa al trabagamo un cofactor de leetrotranscriptasa
[Kataropoulou et al., 2009 Asimismo, se ha reportado que Vif podria alterar el ciclo
celular e inducir citopaticidhen las células infectadg®akai et al., 2006; DeHart et al.,
2008] reorganizar el citoesquelefblenriet et al., 2009} también interferir con la
respuesta antiviral por dirigir al factor regolad de interferon 3 (siglas en inglés IRF3)

a su degradaciofOkumura et al.,, 2008]De esta manera, leficiencia de Vif en
multiples actividades seria importante para la capacidad de HIV-1 de replicar en

pacientes infectados.

1.2.2 Patrones observados en la ediciéon mediada por APOBEC3

La actividad mutagénica APOBEC3 s#a sobre contextos nucleotidicos

especificos, dejando por tanto un sello distintivo sobre los genomas de HIV-1 editados.

La proteina APOBEC3G deamina prefeesnente la segundadh un dinucledtido C

(se subraya base afectada), lo cual se manifiesta como un da@bid\G sobre la
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hebra positiva del virus. Por otra parfe?OBEC3F (y también APOBEC3H) actua
editando el dinucleotido @, apreciandose entonces una mutad@—AA en la
secuencia codificante de HIV[AIbin y Harris, 2010]

Al mismo tiempo, la susceptibilidadla edicion mediada por APOBEC3 no es
regular a lo largo de todo el genoma HéV-1, sino que presenta importantes
variaciones. Se ha descriptoa probabilidad de mutacién-&A que cambia en funcién
de la distancia entre el sitio pasible ser editado y los denominados tractos de
polipurina (siglas en inglés PPTArmitage et al., 2008; Suspene et al., 200&jos
tractos de polipurina son secuencias cokas)puestas por A+G, cuya presencia en el
ARN gendmico de los retrovirus es necesgrara completar la formacion del ADN
doble cadena a integrarse como proviruss De estos elementos de unos 16 pb estan
presentes en HIV-1. Uno de ellos esthicado en la parte central del genoma,
especificamente en la zona codificapra la integrasa (IN) dentro del geol,
denominandoselo tracto central de polipar{cPPT). El segundo tracto se ubica hacia
el extremo 3" del genoma, sobre el gefi(3"PPT). Luego de que la hebra negativa de
ADN ha sido generada por retrotransciim, se produce la degradaciéon del ARN
genomico viral. Sin embargo, segmentogespondientes a ambB®T persisten como
remanentes y actlan geimers para la sintesis de laebra positiva de ADN. Hasta
tanto este proceso no se haya completadarahextensiones de la hebra negativa de
ADN que permaneceran en estado de simplierta y estaran expuestas a la actividad
citidina deaminasa (GU) de los factores APOBEC3. Las huellas de esta accion se
veran finalmente como cambios—<€A en la secuencia complementaria. Por lo tanto,
dada la cinética de sintesis de la hele ADN positiva a partir de los PPT, las
regiones adyacentes a estos elementos Bacan maximos para la probabilidad de

edicibn por permanecer mayor cantidad de tiempo como simple cadena.
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Contrariamente, las regiones contiguas a&PB3 hacia 3" constituiran minimos para la
probabilidad de edicion por ser las qoes tempranamente se tornan ADN doble

cadendFig. 19) [Hu et al., 2010; Suspene et,&006; Wurtzer et al., 2006]

posiciones de inicio de genes

2 5 5 5561 1] 8 0
7 0 0 5 8002 a 7 0
' 2 8 4 23788 i 28
L L | ] [ RTE 11
I t T T i T 1
- ) tat
SUR gag vif nel
- — ~ LT
w rey SLin
nol wnr anv
L s s
1 L i I | L1l [
T T ! L T 1
8 2 5 65 56 6 BAaa 0 0
3 2 0 6 &40 3 4 67 4 7
4 9 9 1 64 1 6569 1 1
2 [ 9 085 0O 037 7 0
Probabilidad posiciones de finalizacion de genes
edicion G->A
— ! .‘__-'"‘
| o
v‘- _-'J.
-'J'-=‘ | _.ﬁ".— |
..-"‘.' _‘_,-"'
- "l = L
e = =T

Figura 19. Susceptibilidad a la actividad APOBEC3 en distintas regiones gendémicas de HIV3e
observan dos gradientes para la probabilidad de edicién, alcanzandose los maximos justo hacia 5” de los
PPT (elementos de 16 pb). ModificadoSlespéne et al. [2006]
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1.2.3 Relevancia clinica de la actividad APOBEC3

La presencia de formas hipermutadasuna fraccion importante de la poblacion
proviral (tal que la deteccion del fenOmes® hace posible mediante secuenciacion
poblacional o directa) parece vincularse con progresion mas lenta de la enfermedad.
Asi fue sugerido por diferentes estudios endae se destacé la importancia clinica de
la hipermutacion, habiéndose verificado areindividuos infectados por HIV-1 una
abundancia de provirus hipermutados cac®ina negativamente con la carga viral
[Pace et al., 2006; Vazquez-Pérez et al., 200Pjpsitivamente con el recuento de
células T CD4+4Land et al., 2008]En cambio, no esta claro&seria la relevancia de
fracciones minoritarias de genomas hipermoga mas aln teniendo en cuenta que virus
hipermutados podrian ser rescatadosate todos los individuos infectaddsnini et al,
2001; Kieffer et al., 2005]

Por otra parte, recordemos que los lesale edicion pueden cubrir un amplio
rango antes de que el genoma afectado poeasiderarse como hipermutado y resulte
inviable. Estos niveles subletalés edicion pueden constitwina fuente de variabilidad
adicional, influyendo sobre la evolucion H&/-1 por contribuir a su diversificacion y
propiciar asi el surgimiento de variamteéle escape al sistema inmune o drogas
antirretroviraleqFig. 110) [Fourati et al., 2010; Kim et al2010; Mulder egal., 2008;
Wood et al., 2009]Este ultimo aspecto de la edicion mediada por APOBEC3 hace que

sea considerada como una espada de doble filo.
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Edicion
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Figura 110. Edicion del genoma de HIV-1 mediada por APOBEC3 y su relevancia clinica.ivéles

de edicién minimos (cambios-&A indicados conl) no apartarian al virus de su zona de variabilidad
natural. Un ligero incremento podria proveer a la @abh viral de una fuentextra de variabilidad que
facilitaria su escape al sistema inmune y a las drogas antirretrovirales, impactando negativamente en la
condicion clinica del individuo infectado. Un altoweli de edicion determinaria la hipermutaciéon de HIV-

1, empujandolo hacia una zona de catastrofe de emrda que se inhibe la replicacion viral con un
consecuente beneficio para el hospedador. Modificadlldeet al. [2008]
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1.2.4 Variabilidad del sistema Vif-APOBEQ y progresion de la enfermedad

En afos recientes, los componerdetsistema Vif-APOBEC3 han sido objeto
de intensa investigacion en teferente a su variabilidagenética, erun intento por
determinar su posible influencsabre el curso de la enfermedadbin y Harris, 2010]

En tal sentido, se ha reportadae la variabilidad del geAPOBEC3Gafectaria la
susceptibilidad a la infecciébn por HIV-¥ la tasa de progresiéon a SIDA. El
polimorfismo de nucleétido simple (siglas en inglés SMPOBEC3GH186R (un
cambio A->G en el exén 4, rs8177832) ha sido@ado con una progresion acelerada
de la enfermedad en adultos infectadossleendencia africana pero no en aquellos de
ascendencia europfan et al., 2004; Do et al., 2005; Reddy et al., 208d embargo,

no se hallé evidencia de un efecto de eat@nte alélica sobre la transmision virah

et al., 2004; Reddy et al2010; Valcke et al., 2006JAdemas, el SNFAPOBEC3G
C40693T (un cambio en el intrén 4, rs174960h8)sido asociado con un riesgo de
infeccion incrementado en una cohorte de adultos caucasicos, aunque su impacto sobre
la progresion de la enmfmedad no ha sido evaluafiéalcke et al., 2006]La relevancia

de la variabilidad del ge@ULS5 también ha sido analizadhabiéndose reportado que
CULS5 SNP6 (un cambio AG en el intrén 3, rs11212495) acelera la progresion a
SIDA en afroamericanos pero no en europeogaugos adultos, sin alterar el riesgo de
infeccion[An et al., 2007]

La variabilidad devif de HIV-1 ha sido estudiaden relacion a la tasa de
progresion de la enfermedad, fundamentalment la busqueda de alteraciones génicas
determinantes de una atenuacién viral emsagie exhiben una enfermedad de curso
lento o bien no progresiva. Reportes eddiwos han vinculado deleciones groseras

[Rangel et al., 2009; Sandonis et al., 200%ercionegAlexander et al., 2002; Rangel
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et al., 2009]y diferentes sustituciongdgarrow et al., 2005Hassaine et al., 2000;
Rangel et al., 2009jon un desarrollo retrasado d®3| aunque la importancia precisa
de mutaciones evif para el status clinicpermanece sin ser clgiMiura et al., 2008]
Ademas, diversos trabajos han tratada@aleectar el nivel de edicion en HIV-1
con variantes genéticas @d°OBEC3y/o vif, pero en su mayoria han arrojado solo
asociaciones débiles y no concluyeritgandhi et al., 2008; Gourraud et al., 2011; Pace

et al., 2006; Piantadosi et,&2009; Ulenga et al., 20Q8]
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

El objetivo general del proyextes investigar la relevaiacde las caracteristicas
genéticas del HIV-1 y de su hospedadorapal desarrollo de SIDA pediatrico,

focalizandonos en el sistema Vif-APOBECS3.

2.2 Objetivos especificos

(1) Analizar la variabilidad del gen vif de HIV-1 en nifios infectados por

transmision vertical en relacioom el tiempo de progresion a SIDA.

(2) Establecer la frecuencia emwestra poblacion de diferentpslimorfismos de
genes celulares del sistema Vif-APOBEC2studiando la relevancia de estas

variantes para el riesgo de infecciomipatal y el desarrollo de SIDA infantil.

(3) Investigar la ocurrencia dedicion mediada por APOBEC3en provirus de
HIV-1 presentes en pacientes pediatridodagando sobre su asociacion con el

curso clinico de la enfermedad.

Adicionalmente, se pretende exg@orlas posibles asiaciones que la
variabilidad del virus, l@ariabilidad del hospedadorg edicion APOBEC3 mantengan
entre si. De esta manera se persigue evaluorma integral la importancia del sistema
Vif-APOBEC3 en la infeccién pediatrica pbiV-1, considerando de manera conjunta

la multiplicidad de factores involucrad@sg. O1).
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Variabilidad
Variabilidad <::> de genes
de vif celulares

(1) (2)

Progresion
a SIDA

3)

Figura O1. Factores vinculados al sistema Vif-APOBEC3 y finalidades del estudibos objetivos
especificos principales refieredaaasociacion que el tiempo de pregion a SIDA pueda mantener con

la variabilidad devif, la variabilidad de genes celulares o la edicion viral mediada por APOBECS3 (flechas
1, 2 y 3). Ademas, se busca analizar la relacionegtes tres factores puedan mostrar entre si (flechas

blancas) para completar una evaluacion integral.
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3.1 Poblacién estudiada

El estudio fue realizado en poblaciordj@rica de constitucion étnica hispano-
caucasica de Argentina. A partir de umharte general de aproximadamente 600 nifios
infectados perinatalmente por HIV-1, se practicé inicialmente un muestreo que incluyé
425 pacientes nacidos entre 1986 y 199§. M1a). Se consideraron ademas 109 casos
en los que la exposicidon perinatal alM-ll no resulté en infeccion (expuestos no
infectados)Fig. M1b). Todos estos nifios recibieron atencion médica en el Hospital de
Pediatria “Juan P. Garrahan” (Buenos Aifegientina). El diagndstico de infeccion por
HIV-1 y la definicibn de 9DA se establecieron de acuerdon la clasificacion para
nifios del criterio de 1994 del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades de los
Estados Unidos[Caldwell et al., 1994] Ninguno de los 109 pares madre-hijo
correspondientes al grupo de expuestos fextiados recibieron tratamiento profilactico
segun el régimen de zidovudina del Protoc076 del Grupo de Estudios Clinicos
Pediatricos en SIDA (sigtaen inglés PACTG 07gonnor et al., 1994]De los 425
pares madre-hijo correspondientes & lIoifios infectados por HIV-1, 85.6% no
recibieron tratamiento pribdictico, 11.8% recibieron atamiento profilactico segun
PACTG 076 y no hubo datos disponibleggp&l 2.6%. La mediana de tiempo de
seguimiento para los nifios infectadesr HIV-1 fue de 120.9 meses (2.6 — 237.6
meses). El 67% progresé a SIA el periodo de estudgue concluyé en mayo del
2006. El 81% de los nifios recibieron terapiéireetroviral de altaeficacia durante el
seguimiento. Analisis de tiempo a SIDA estititos grupos de pacientes se efectuaron
de acuerdo a los datos registrados srctarespondientesdtorias clinicas.

Ulteriormente, se identificaron en la coteogeneral de infectados por HIV-1 un

conjunto de 11 pacientes ndas entre 1987 y 1998 que distinguieron por no haber
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desarrollado SIDA a mas 100 meses denagimiento sin haber recibido terapia
antirretroviral(Fig. M1c). Debido a este curso inusualmelgeto de la enfermedad se
los considerd como progresores lentos pediatricos.

El Comité de Etica y el Comité de Rsion de Proyectos devestigacion del
Hospital de Pediatria “Juan P. Garradlprobaron el estudi Se obtuvo el

consentimiento informado por escrito de fradres o guardianes legales de los nifios.

Cohorte pediéatrica de pacientes
perinatalmente infectados por HIV-1
n ~ 600

= O

M}J?Stfeo Identificacion
inicial progresores
lentos

(b)

(c)

Expuestos no
infectados

n=109
°

Genotipos
APOBEC3G / CUL5

Figura M1. Detalle de los diferentes grupos de estudi&l nimero total de pacientes perinatalmente
infectados por HIV-1 que se incluy6 en el estudio fue de(d36c). Se consideraron también 109 nifios
nacidos de madres positivas para HIV-1 pero queesaltaron infectados en ausencia de tratamiento

profilactico(b).

24



MATERIALES Y METODOS

3.2 Obtencion de células mononucleares totales a partir de sangre periférica

Sangre periférica (aproximadamenteny anticoagulada con EDTA 10% fue
diluida al medio con soluciéon fisiologica neaproceder al aislamiento de células
mononucleares totales (CMT) medianteadjente de Ficoll-Triyosom (50 M,
amidotrizoato sodico 50%, densiddd077 gr/ml a 4°C), centrifugando a 1500 rpm por
30 minutos a 4°C. Las células recuperadasoiu sometidas a dos lavados con solucion
fisiologica (centrifugacion @800 rpm durante 10 minutos). Ante la presencia de
eritrocitos, se procedio a su eliminacion fisis con agua destilada durante 1 minuto
(los restos de hemoglobimaueden inhibir la posterior gfificacion de ADN) seguida
de un nuevo lavado. Luego, se realiz6 @uento de las CMT mediante contador
hematoldgico o camara de Neubauer. Firalt®, las células obtenidas se almacenaron

a -20°C.

3.3 Preparacion de lisados deélulas mononucleares totales

A partir de CMT conservadas a —20°C en alicuotas de °2cdldlas, se
prepararon los lisados con solucién C (200Tris-Cl 5 mM pH = 8.3, Tween 20 0.5%,
Triton X100 0.5%) y proteinasa K ama concentracion final de 2@/ml. Se practicé
una incubacion a 56°C por 60 minutos y posterante se procedié a la inactivacion de

la enzima (95°C, 15 minutos). Los likss celulares se almacenaron a —20°C.

3.4 Extraccion de ADN gendmico a partirde células mononucleares totales

Las células mononucleares totales previamalmacenadas a -20°C se trataron

con buffer de lisis de globulos blanc@&/CLB: Tris-Cl 2 M, EDTA 0.5 M pH = 8,
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NaCl 5 M, SDS 10%) y proteinasa K (20.85/mf). Se realiz6 una incubacion durante
toda la noche a 55°C, luego se efectudlasado con NaCl 5 M y centrifugacién a
13000 rpm durante 30 minutos. Se descattésobrenadante y se procedié a la
precipitacion del ADN con etand00%. Posteriormente, sealiearon dos lavados cada
uno con dos volumenes de etanol 70% y se siejar en estufa a 37°C. Finalmente, se
resuspendio el ADN en buffer TE (Tris 1 pH = 8, EDTA 0.5 M) y se conservo a -

20°C.

3.5 Cuantificacion del ADN

El ADN extraido se cuantifico por espexdfbtometria, midiendo la absorbancia a
260 nm (longitud de onda de absorcion de ADN). Se obtuvo la concentracion de ADN
considerando que un valor de absorbancia de 1 densidad 6ptica (DO) corresponde
aproximadamente a 5@g/ml (para ADN doble hebra) y usando la férmula
Concentracion = Absorbancia a 260 nm Xug@ml X Factor de diluciénLa pureza del
ADN extraido se calcul6 en base a laac#n entre la absorbancia a 260 nm y la
absorbancia a 280 nm (longitud de onda de absorcién de proteinas). La pureza esperada

corresponde a una relacion entre 1.7 y 2.0.

3.6 Genotipificacion deAPOBEC3G y CUL5

Se determinaron los genotipos para polimorfismoaAR®BEC3Gy CULS5 tanto
en un grupo de pacientedentados por HIV-1 como también en nifios expuestos no
infectadogFig. Ml1a y b). Lisados de CMT o su ADN purificado se emplearon para la

determinacion de genotipos por ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (siglas
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en inglés PCR) seguida de digestion y andlisis de polimorfismos de longitud de los
fragmentos de restriccidn (siglas ieglés RFLP). La genotipificacion dePOBEC3G
H186R se realiz6 en base a lo reportadofpoet al. [2004] obteniéndose un amplicén
de 409 pb que fue sometido a digestion ta enzima de restriccion Hh@ig. M2a).

En paralelo, el mismo producto de PCR fdigerido con BseRI para determinar el
genotipo APOBEC3GC40693T (Fig. M2b). La genotipificacion deCUL5 SNP6 se
llevé a cabo usando Igzimers reportados pokn et al. [2007]para amplificar una
region de 73 pb, que seguidame se digiri6 con Xcel(Fig. M2c). Todas las
digestiones descriptas secieron a 37°C durante toda noche. Finalmente, los
fragmentos de digestion fumr separados en geles de agar3.5% y s&isualizaron
por tincién con bromuro de etidio o0 SYBR grd®jo luz UV en el equipo El Logic 200
imaging system (Kodak, Rochester, NY, EEULRs patrones de regicion para cada
diferente genotipo fueron determinadom silico usando NEBcutter v2.0

(http://tools.neb.coMEBcutter2/index.php)
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APOBEC3G H186R APOBEC3G C40693T

e — B

194 p
145 pb — h
o — e L bamd —
<«— 98 pb
<«— 66 pb
<«— 32pb
)  339pb
+—— 194pb
145 pb
<«— 70pb

CULS5 SNP6

A/A AIG G/G

73pb —

41pb
32pb —>

Figura M2. Patrones de restriccion.PolimorfimsmoAPOBEC3GH186R: Para el alelo A la enzima

Hhal digiere el producto de PCR de 409 pb en dos fragmentos de 339 pb y 70 pb. En el caso del alelo G,
se introduce un sitio de corte que determina fragmentos de 194 pb, 145 pb yajORmimorfismo
APOBEC3GC40693T: Para el alelo C la enzima BseRI digiere el amplicon de 409 pb en fragmentos de
311 pb y 98 pb. En el alelo T, se introduce un sitio de corte que determina fragmentos de 311 pb, 66 pby
32 pb(b). PolimorfismoCUL5 SNP6: Para el alelo A la enzima Xcwl digiere el producto de PCR de

73 pb, mientras que en el alelo G se introduce un sitio que determina fragmentos de 41 pf{ty 32 pb
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3.7 Genotipificacion de HLA-B

Se determinaron los genotipos de HLApBra tres casos gigulares del grupo
de progresores lento$ig. M1c). La genotipificacion se realiz6 a nivel molecular
mediante un ensayo basado en perlasrdkmentes con la plataforma Luminex
(Luminex, Austin, Texas, EEUU) paraltaa resolucion. Brevemente, el sistema
LIFEMATCH (Gen-Probes Stamford, Connecticut, EEUU) para determinacion de
HLA-B recurre a la deteccion simultanea delgme de multiples colores en suspension.
En este estudio, un tubo de reaccién caateto producto especifico de amplificacion
para HLA-B fue hibridizado con un set dendas unidas a perlas fluorescentes y la
discriminacion de hibridizacion positiva seetfué mediante la union de estreptavidina-
ficoeritrina a los productos de PCR portandionprs originales biotinilados. Los alelos
de HLA-B se asignaron usando el pama LIFEMATCH v2.5.2. La genotipificacion
se llevé a cabo en el Departamento de Meadide la Universidad de Texas, Centro de

Ciencias de la Salu&an Antonio, Texas, EEUU.

3.8 Amplificacion y secuenciacion de HIV-1

Se estudio el gewif de HIV-1 de 93 nifios perinataémte infectados que fueron
seleccionados en base a lapdinibilidad de muestras @&MT recolectadas durante el
primer aflo de vida (0.2 a 11.9 meses, mediana de 5.5 nfEged)ld). Para estos
casos, la amplificacién deif completo fue realizada por PCR anidada usando los
primers (5°-3") vif-FO ACAGCAGTACAAATGGCAGTATT / vif-RO
TGTTGACACCCAATTCTGAAATG para la primera ronda y el pawif-Fl

ACCCACTTTGGAAAGGACCAGCA / Vvif-RI GATATGTTGTCCTAAGCCATGGAGC
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para la segunda ronda. Esprsnersfueron disefiados procurando minimizar el namero

de sitios susceptibles de sufrir edicion en las secuencias de hibridizacién. Para el mismo
conjunto de 93 pacientes se obtuvieron secuencias de 312 pb (HXB2 positions 4584—
4895) correspondientes a la region cPPT dentro delpgénSe practic6 una PCR
anidada usando los primers degenerados (5°-3) HypIN-F1
AARTTAGCARRAARATRGCCAG/ HypIN-R1 TTTGCTGGTYYTTTYYAAASTGG para

la primera ronda y el par HypIN-FRACAATACATACARACAATRGC / HypIN-R2
CTGTYYYTGTAATAAACYYGRAA para la segunda ronda. Ambos parespdmers
degenerados fueron disefiadositemplando las dos bases ptss en sitios blanco de
edicion, de forma similar danini et al. [2001y Suspéne et al. [2005Esto permitiria

un reconocimiento eficiente tanto decaencias editadas como no editadas.

Los productos de PCR fueron purifites con columnas de purificacion
QIAquick (QIAGEN, Alemania) y luego sujes a secuenciacion poblacional o directa
usando ambos primers de la segunda rondes reacciones de secuenciacién se
realizaron con el kit Big Dye Terminator vli(Amersham Biosciences, Inglaterra), se
corrieron en un secuenciador auton@tiBl PRISM 3130 y se analizaron c@NA
Sequencing Analysis Softwarg.3.1 (Applied Biosystems, EEUU). Los cromatogramas
se inspeccionaron visualmente yitan usando el programa FinchTV v1.4.0
(http://www.geospiza.corRfoducts/finchtv.shtm|) registrando en cada posicion
nucleotidica la base predominante.

Se estudié ademas el geifi de un grupo de 11 nifi@®nsiderados progresores
lentos (Fig. M1c). Para estos pacientes sepdso de muestras de CMT que
correspondieron a edades entre 11 y 168 n{essdiana de 128 meses). En este caso, |
amplificacion por PCR anidada se efectio codes primers (5°-3") Fw-

CGGGTTTATTACAGGGACAGC/ RV-TCTCCGCTTCTTCCTGCCATAGpara la primera
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ronda y el par FWETCTGGAAAGGTGAAGGGGCAGTAG  / Rv-
CAAGCAGTTTTAGGCTGACTTCC para la segunda ronda. pfocedimiento para la
obtencién de secuencias fue similar ates descripto, perempleando para las
reacciones de secuenciacion el kit D¥ic ET Terminator Cycle (Amersham
Biosciences, Inglaterrajorridas en un secuenciadantomatico ABI PRISM 310 y
analizadas con eDNA Sequencing Analysis Software v3Applied Biosystems,
EEUU). Por inspeccion visual de los cromasogas se dejo registro de las posiciones

nucleotidicas para las que se advirtieron padtes mixtas (es decir, dobles picos).

3.9 Numeros de acceso para las secuencias nucleotidicas

Las secuencias determinadas en este estudio han sido remitidas a GenBank bajo
los nUmeros de acceso a continuacion detali. Secuencias obtenidas a partir de
subset de 93 pacientes: JF494923-JF495@1)5y(IJN630631-JN630723p¢l, region
cPPT). Secuencias obtenidas a partirgtepo de 11 progresores lentos: FJ197319-

FJ197329\(if).

3.10 Analisis de secuencias

El alineamiento de secuencias se llevé a cabo mediante la herramienta HIValign
(http://www.hiv.lanl.gov/contet'sequence/HMM/HmmAIlign.html) Genes vif de
referencia para distintos subtipos seusldron de la basee datos de HIV déos
Alamos National Laboratory (LANL) (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
NEWALIGN/align.html). ElI paquete de programas MEGA®& utilizd para la eleccidon

de modelos de evolucién molecular apropiadbsalculo de distancias entre pares de
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secuencias y la construccion de arboles filogenéticos por el métosigtiéor-joining
(bootstrap como medida de soporte, 1000 réplicgamura et al., 2011]La
determinacion de subtipo viral e idertdcion de secuencias recombinantes se
efectuaron con las herramientas  REGA(http://www.bioafrica.net/rega-
genotype/html/subtypinghiv.htmi) RIP 3.0(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
RIP/RIP.html)

La herramienta  Entropy  (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/
ENTROPY/entropy.htmlgen su opcion “Entropy-one” sedipara calcular la frecuencia
del aminoacido mas comun y también la entropia de Shannon (medida cuantitativa de
variabilidad) en cada posicién de alinemiento para Vif. La misma herramienta en su
opcion “Entropy-two” se empleo para realizasmparaciones de &apia sitio a sitio
entre dos sets de secuencias (estibmaaile apoyo estadistico mediante 10000
aleatorizaciones con reemplazo).

La frecuencia de diferentes sustitucioa®sinoacidicas en la base de datos de
HIV de LANL fue determinada en base a 1599 secuenciasilteed Web Alignment
2009 paravif de HIV-1 (todo el grupo M, A-K ngrecombinantes). Secuencias de
nuestra poblacion pediatrica previamente remitidas a GenBank e incluidas en este
alineamiento curado fueron omitidas para el célculo de frecuencias. La aplicacion
Sequence Search Interface (http://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/
HIV/search/search.htmljue utilizada para recuperar de base de datos de HIV de
LANL secuencias/if (una por paciente) correspondiente controladores de elite (50
secuencias en agosto 2011).

La presencia de motivos de anclaje pgdk#\-B especificos emproteinas Vif fue
evaluada con la herramientotif Scan(http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/

motif _scan/motif_scan)

32



MATERIALES Y METODOS

3.11 Deteccion de edicidbn mediada por APOBEC3

Se utilizé el programalypermut2.0 (http://www.hiv.lanl.gv/content/sequence/
HYPERMUT/hypermut.html)para la deteccién de prows severamente editados o
hipermutados (definidos como aquellas secuenciap ed.05 en una prueba exacta de
Fisher que compara el numero de cambies/Gen el total de contextos APOBEC3
versus cambios ©A en el total de contextosontrol), usando como referencias
secuencias del subtipo apropiado provigtas la base de datos de HIV de LANL
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ NEWALIGN/align.html) obtenidas por
HIV BLAST (http://www.hiv.lanl.gov/contet'sequence/BASIC_BLAST/
basic_blast.ntml)p bien consensos generados constras propias secuencias usando
la  herramienta Consensus Maker (http://www.hiv.lanl.govéontent/sequence/
CONSENSUS/ consensus.html)

Ademas, hemos desarrollado un nuewalice de edicion basado en el
previamente propuest®S ratio (product substrate ratjo [Suspéne et al., 2006]
BrevementePS ratiocontabiliza el nimero de dinudkidos AG, AA, GG y GA en una
dada secuencia para calcular la razén ¢AGA) : (GG + GA). En esencia, esta es una
razon A : G dentro de los contextadfectados por la actividad APOBECS.
Consideramos entonces ajustarlo por lzadmaA : G fuera de tales contextos. La
expresion modificada define la razon de chances (en indlds ratig [(AG + AA) :
(GG + GA)] / [(AC + AT) : (GC + GT)]. Dedimos luego aplicarla en un estimador de
la edicion que explote las propied@adde la regién de 312 pb del gmi secuenciada, la
cual incluye al cPPT. Los segmentos vecinos rio arriba y rio abajo a este elemento han
sido reportados comanaximo y minimo para lasusceptibilidad a APOBECS,

respectivamentgsuspene et al., 2008Yurtzer et al., 2006; Armitge et al., 2008; Hu et
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al., 2010] Por tal motivo partimos en dos arkgion de 312 pb, teemdo por un lado
los 201 pb ubicados 5" del cPPT y por ebdado los 111 pb restantes (incluyendo al
propio cPPT de 16 pb), para @§igecalcular separadamentedadn de chances. El valor
de la raz6n de chances obtenido para el méxue dividido por el que se obtuvo para
el minimo, resultando asi el llamado indice ODDSW. M3). El desarrollo de este
indice tuvo por objeto incrementiarespecificidad al cuantifiec edicién, corrigiendo la

sefal atribuible a la actividad APOBEC3 pbra que podria considerarse como basal.

.. AG + AA Razén A : G restringida
(a) PSrato= = "*° a contextos de edicién
GG + GA APOBEC3
b PS ratio ai _ PS ratio Razon A : G dentro de los contextos
( ) ratio ajustado = de edicién ajustada por razén A : G
AC + AT fuera de los contextos de edicion
GC+GT
PS ratio ajustado Max. PS ratio ajustado Min.
I - Y A Y
PS ratio ajustado Max. Maxima Minima
(c) ODDSMM = — - probabilidad probabilidad
PS ratio ajustado Min. de edicion @ de edicion

Regién cPPT de gen pol

Figura M3. Estimadores de la edicion mediada por APOBEC3Se describe el indideS ratiooriginal
[Suspéne et al., 20064), la forma ajustada propuedta) y su aplicacion particular a la regiéon cPPT

dentro del gemol, de la cual resulta el indice ODDSMR).
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3.12 Determinacion de carga viral

La carga viral (copias de ARN de HIV-il) en plasma se determiné utilizando
meétodos comerciales de acuerdo con su dibpimlad en la ingtucion a lo largo del
tiempo. Se empled HIV-RNA QT Nuclisen§Organon Teknikpdesde mayo 1998 a
junio 2005,Amplicor HIV-1 Monitor test v 1.8Roche Diagnostics Systentkesde junio
2005 a octubre 2007 MIV-1 RNA Cobd® TagMan 48(Roche Diagnostic Systems

desde octubre 2007 al presente.

3.13 Recuentos de células T CD4+

El recuento de células T CD4+ (% délulas T CD4+) se realiz6 a partir de
sangre entera por citometria de flufACS Sorter, Becton DickinspnEstas
mediciones fueron realizadas por el Latorio de Inmunologia del Hospital de

Pediatria “Juan P. Garrahaa’cargo del Dr. Jorge Rossi.

3.14 Anadlisis estadistico

Diferencias en las frecuencias genatfgi fueron evaluadas con la prueba de
Fisher-Freeman-Halton (StatXact 3 v3.1). Esefguilibrio de ligamiento entre loci se
analizo con el estadistico Qittp://bioinfo.iconcologia.net/en/SNPStats_web)

Para establecer la bondad ajaste de las frecuencigsnotipicas observadas al
equilibrio de Hardy-Weinberg y también para evaluar diferencias entre grupos en
cuanto a la distribucion de nantes de Vif se recurrid la prueba de chi cuadrado de

Pearson (Statistix v7.0).
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La asociacion entre diferentes mutac®rde Vif, o entre polimorfismos en
APOBEC3@CUL5 y variantes de Vif, o también entre distancia genética y ODDSMM
se evalubé con la prueba de correlacionraegos de Spearman (StatXact 3 v3.1 y
Statistix v7.0).

La distribucion normal deindice ODDSMM se evalud rdante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk (Statistix v7.0).

Diferencias en los niveles de edicifdDDSMM) entre los subtipos de HIV-1,
los genotipos dAPOBEC3@CULS5 o variantes de Vif fueroanalizados con la prueba
de suma de rangos de Wilcoxon (Statistix vaDijgual que las difencias entre grupos
de pacientes para carga viral plasmatica geaaje de células T CD4+. Las distancias
de a pares de secuencias se compararardoda prueba t standard para dos muestras
(paquete estadistico R v2.10.1).

El método de Kaplan-Meier fue usado para la estimacion de curvas de
supervivencia. Para evaluar diferencias entre grupos de pacientes en el tiempo a SIDA
se utiliz6 la prueba déog-rank de Mantel-Cox (GraphPad Prism 5, v5.03). La
asociacion entre variablesrtinuas (como el indice de edicion ODDSMM) y tiempo a
SIDA se analiz6 con una prueba de razowetesimilitudes bajo un modelo de Cox de
regresion de riesgos progmnales (Statistix v7.0).

Se especifican los casos en los quemélodo de Bonferroni fue utilizado para

corregir el nivel de significancia al realizarse multiples pruebas.
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4.1 Relevancia de los pimorfismos en los genefAPOBEC3G / CUL5
del hospedador y de la variabilidad del gemwif de HIV-1 en el SIDA

pediatrico

4.1.1 Asociacion de los genotipos dAPOBEC3G y CUL5 con la transmision

vertical de HIV-1y la progresion a SIDA pediatrico

Para determinar si los polimorfismos #¢°OBEC3GH186R, APOBEC3G
C40693T yCUL5 SNP6 tienen un efecto sobreitdeccion perinatal por HIV-1, se
comparé la distribucion de getipos entre los grupos defins infectados y expuestos
no infectadogTabla R1). Los tres loci evaluados mosiva una baja frecuencia (por
debajo del 10%) para los alelos minaiita, con frecuenciagenotipicas que no
difirieron entre grupos (prueba exacta de Fisher-Freeman-Hal08.05) y ajustaron
al equilibrio de Hardy-Weinberg (prueba de chi cuadrado de Pearsen0.05).
Ademas, no se hall6 evidencia de desequilibrio de ligamiento entre los SNPs
APOBEC® H186R yAPOBEC3GC40693T (D = 0.821).

Se examind luego la posible influencia de los polimorfismoAR®BEC3Gy
CULS5 estudiados sobre la tasie progresion de la enfernast] pero el analisis de
tiempo a SIDA no mostré diferencias sifigativas entre genotipos (pruebaldsgy-rank
de Mantel-Coxp > 0.05,Fig. R1a-9.

En conjunto, los resultados sugieren tpéransmision perinatal de HIV-1 y el
inicio de SIDA no son afectad por los polimorfismosAPOBEC3G H186R,
APOBEC3GC40693T aCULS5 SNP6. Sin embargo, un efede los alelos minoritarios

en homocigosidad no pudo ser evaluado apdgmnente debido a su baja frecuencia.
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Tabla R1. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos de nucleétido sinAdROBEC3G
H186R, APOBEC3G C40693T yCUL5 SNP6 en nifios perinatalmenténfectados por HIV-1 y nifios

expuestos no infectados.

Expuestos no infectados p*

SNP Infectados por HIV-1

APOBEC3GH186R n=363 n=105

Genotipo [n(%)] AIA 297 (81.82) 89 (84.76) 0.322
AIG 65 (17.91) 15 (14.29)
GIG 1(0.28) 1 (0.95)

Alelo minoritario [%] 9.23 8.10

APOBEC3GC40693T n=365 n=106

Genotipo [n(%)] C/Cc 332 (90.96) 91 (85.85) 0.092
CIT 33 (9.04) 15 (14.15)
TIT 0 (0.00) 0 (0.00)

Alelo minoritario [%] 4.52 7.08

CUL5 SNP6 n=425 n=109

Genotipo [n(%6)] A/IA 356 (83.76) 93 (85.32) 0.669
AIG 64 (15.06) 14 (12.84)
G/G 5(1.18) 2(1.83)

Alelo minoritario [%] 8.71 8.26

Diferencias en el nimero total de casos para los distintos polimorfismos se deben a dificultades en la

amplificacion.

Todas las frecuencias genotipicas se ajustan al equilibrio de Hardy-Weinberg (prueba de chi cuadrado de

Pearsorp > 0.05).

®/alor dep para la prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.
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Proporcion libre de SIDA

(b)

Proporcién libre de SIDA

Proporcion libre de SIDA

1.00
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APOBEC3G H186R

Mediana a Ajuste global

Genotipo n SIDA SIDA )
i —_— A/A 297 201 36.7
0.75 - = A/G 65 41 46.5 0.927
....... G/G 1 1 -
Total 363
0.504
A=
0.25
0.00 T T T T 1
0 a0 100 150 200 250
Edad (meses)
1.00 APOBEC3G C40693T
Genotipo N SIDA MeglignAa a Ajust((epg)global
0.754 - C/C 332 221 38.2
- = C/T 33 22 47.2 0.692
....... /T 0 0
Total 365
0.50 1
0254
0.00 T T T . 1
0 50 100 150 200 250
Edad (meses)
1.00 CULS5 SNP6
Genotipo  n SIDA Mediana a Ajuste global
SIDA V(p)'
- - A/A 356 241 37.6
0.73 ! - = A/G 64 40 56.6 0.373
B T G/G 5 4 12.9
Total 425
0.501 ‘el
.........|||l§ ‘-h--------‘
0.251
0.00 f : . ; .
0 a0 100 150 200 240

Edad (meses)

Figura R1. Polimorfismos deAPOBEC3G y CUL5 y progresion a SIDA.EI método de Kaplan-Meier
fue usado para estimar la proporcion libre de SIDA para los genotipd$@BEC3G H186Ra),
APOBEC3GC40693T(b) y CUL5 SNP6(c). Los ajustes globales se evaluaron mediante la prreba

Log-rankde Mantel-Cox.

40



RESULTADOS — CAPITULO 1

4.1.2 Variabilidad de Vif y progresion a SIDA pediétrico

Se obtuvieron secuencias proviralesvifea partir de 93 nifios perinatalmente
infectados por HIV-1 incluidoen la cohorte pediatricaDichos pacientes fueron
seleccionados en base a la disponibilidad de muestras de CMT tomadas durante el
primer aflo de vida. Esto permite busgaovirus hipermutados y analizar variantes
tempranas deif minimizando posibles efectos de faes confundentes, tales como la
influencia sobre las caracteristicas deddlacion viral del tiempo desde la infeccion
y/o la historia de terapia. La asignacion de subtipo para los géneveld que 76
(81.7%) de las secuencias fue subtipo F1, 11 (11.8%) fue subtipo B, 5 (5.4%) fue
recombinante B/F1 y 1 (1.1%) fue subtipo MAdig. R2). Ninguna de las secuencias
exhibié signos de hipermutacion mediada por APOBEC3, habiéndose empleado
Hypermut 2.0 para evaluar edicién tantacentexto general (GR) como especifico (GG
0 GA). Para los analisis subsiguientes, nos restringimos a los \gédessubtipo F1,
habiendo sido estas secuencias las mas numerosas (n = 76) obtenidas a partir de nuestra
cohorte.

La variabilidad de las proteinas dedasdvif subtipo F1 se ilustra en Kg.

R3, detallando la frecuencia del residuo cossey la entropia de Shannon para cada
posicion. Ninguna de las proteinas presestdpsprematuros u otro defecto grosero. Se
observé una preponderancia siéos altamente conservados, con un 52.6% de sitios
invariantes (entropia de Sireon = 0) y otro 12.0% mostrdo s6lo un cambio respecto
del residuo consenso (entropia de ShannOrD#). Por tanto, las secuencias obtenidas
mostraron globalmente un perfil de baja enppue parece reflejar una alta restriccion
funcional que concuerda con la importancialaectividad de Vif para la replicacion

viral.
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Figura R2. Asignacion de subtipo paravif. Arbol filogenético que muestra la distribucion entre los
subtipos F1, B y Al de los genei$ secuenciados (5 recombinantes B/F1 fueron omitidos). Cuadrados
negros: Referencias Al, Cuadrados blancos: Referencias B, Circulos negros: Referencias CRF_12,
Circulos blancos: Referencias F1. Se indican sélo los valorbsadstrap (1000 réplicas) superiores al

70% (a). Frecuencia porcentual para las 93 secuencias provirales obtenidas segurfgubtipo
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Figura R3. Variabilidad de las proteinas Vif subtipo F1 Se muestran la entropia de Shannon (barras)

y la frecuencia del residuo conser{foea) en cada posicion para sgt de 76 secuencias. Las barras y

los marcadores de linea en color giestacan los 68 sitios considerados para el analisis estadistico.

INS61 indica la insercion de un aminoécido (flecha). ConsF1: consenso para proteinas Vif subtipo F1,

NL4.3: cepa prototipica de subtipo B incluida como referencia.
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Se analiz6 ademas la variabilidad \dé con el fin de explorar su potencial
impacto sobre el curso clinico de la inféecpediatrica por HIV-1. En primer lugar, se
intentd determinar si variaciones estructurales de Vif pueden afectar la tasa de
progresion de la enfermedad. La Unica atiéra de esa clase fue la insercion de un
aminoacido (residuo A o T) en la posicion (@1S61), que fue observada en 4% de los
casos (3/76 secuencias). El andlisis dpesvivencia sugirio quéa variante INS61
estaba asociada con una prognesapida a SIDA (prueba deg-rank de Mantel-Cox
p = 0.003Fig. R4a).

Luego, continuamos nuestro @b considerando las sustituciones
aminoacidicas en las proteinas Vif deducidas Reilitar la evaluacion estadistica y la
ulterior interpretacién biologica, el andlisis Igaitdé a 68 sitios de Vif para los que al
menos dos secuencias de nuestro set pgegsanun residuo diferde al aminoacido
wild type (por encima de un umbral de entropia de OFig, R3). El analisis de
supervivencia reveld que las sustituc®m62D/N/S y Q136P estaban asociadas con
una progresion acelerada a SIDA (pruebaldg-rank de Mantel-Coxp < 0.05
corregida por Bonferronk-ig. R4b y §. Los cambios en estas posiciones exhibieron
una frecuencia de 7% (5/76) par@2D/N/S 'y 3% (2/76) para Q136P.

Se exploré luego acerca de la presesinultanea de INS61 y las sustituciones
en los sitios 62 y 136. Estas variaciones estowi distribuidas en nueve secuencias Vif
de diferentes pacientes sirtagsasociadas estadisticame(peueba de correlacién de
rangos de Spearmgm> 0.05). So6lo una proteina Vif portd simultaneamente dos de
ellas (INS61 + A62N).

En conjunto, los resultados sugieren que las variaciones INS61, A62D/N/S y
Q136P en Vif subtipo F1 podrian individuamne contribuir a un darrollo rapido de

SIDA en nifos.

44



(@)

(b)

(©)

Proporcion libre de SIDA

Proporcion libre de SIDA

Proporcién libre de SIDA

RESULTADOS — CAPITULO 1

1.00 Vif INS61
Vg‘reiavni;e N SIDA Meg;;%aa Con(t[:)aste
U-?ﬁ'l - WT 73 50 9.8 0003
== INS61 3 3 '
| Total 76
0.504)
|
L
025 |
|
|
|
0.00 T T 1
0 50 100 150
Edad (meses)
1.00 Vif A62D/N/S
Vg;icg;?e N sioa Mesdliglaa Cor}g;aste
D.75- — WT 71 48 10.0 .
=a AG62D/N/S 5 5 :
| Total 76
0.501
|
|
41
0.25 .
1
1
0.00+= r 1 1
] 50 100 1580
Edad (meses)
1.00 Vif Q136P
Vgerj('j\lzfte n SIDA Megli;;\afa Con(t';;aste
0.75 : - WT 74 51 98 0 oot
| =a Ql36P 2 2 '
. Total 76
0.50)
|
]
02514  S—
1
]
0.004L r 1 1
0 a0 100 150

Edad (meses)

Fig. R4. Variantes de Vif de HIV-1 y progresiéon a SIDAEI método de Kaplan-Meier fue usado para
estimar la proporcion libre de SIDA para Wifld type (WT) y las variantes INS§a), A62D/N/S (b) o
Q136P(c). Los contrastes fueron evaluados mediante la pruebagieankde Mantel-Cox. En (b) y (c)
los valore fueron corregidos por Bonferroni.
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4.1.3Asociacion de los SNPs d&aPOBEC3G y CUL5 con las variantes de Vif

Nos propusimos determinar si los polimorfismos AlROBEC3Gy CUL5
estudiados pueden influir s@bta variabilidad de Vif de HIV-1. En ese sentido, se
investigd la asociacion emstrestos SNPs y las variantes de Vif. Para el analisis
estadistico se considerarda alteracion INS61 y tamhiélos 68 sitios de Vif
previamente estudiados. La evaluacion jarrdos pares correlacionados de alelos
APOBEC3G@CUL5S y variantes de Vif (prueba de correlaciéon de rangos de Spe@arman
< 0.05 corregida por Bonferronkig. R5). Estas asociaciones fueron entre el alelo
minoritario deAPOBEC3GC40693T y Vif E450(Fig. R5a)y entre el alelo minoritario
de CUL5 SNP6 y Vif R132K(Fig. R5b). Los cambios E45D y R132K mostraron una
frecuencia de 5% (4/76) y 4% (3/76), resfvamente. De esta manera, las variantes
genéticas deAPOBEC3Gy CULS5 portadas por el hospeattar parecerian tener un
impacto sobre las caracteristicas de Vif.

Aungque no se observaron formas de significativamente asociadas tanto con
el tiempo a SIDA como con polimorfismosl d®spedador de manera simultanea, cabe
mencionar que el cambio A62D/N/S (fuertmte ligado a un desarrollo acelerado de
SIDA) mostro para su correlaei con el alelo minoritario d@&POBEC3GC40693T un
valor no corregido de = 0.027 (prueba de correlacia@® rangos de Spearman, no

mostrado), lo cual puede ser interpdetal menos como una tendencia.
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Figura R5. Asociacion de polimorfismos dAPOBEC3G y CULS5 con variantes de Vif.El nimero de
casos en los que cada variante de Vif fue aska en portadores de alelos minoritarioABOBEC3G
(a) o CULS5 (b) se indica en gris. El nimero de casosardss se muestra en negro. La evaluacion
estadistica se efectu6 mediante la pruebeaotelacion de rangos de Spearman. Los valprigeron

corregidos por Bonferroni.
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4.2 Deteccion de provus de HIV-1 hipermutados en pacientes

pediatricos

En el capitulo precedentese intentdé detectar germutacion mediada por
APOBECS3 analizando un total de 93 secuendgiage provirus de HIV-1. Sin embargo,
no hallamos sefales de este fendmeno en ninguno de los pacientes pediatricos
estudiados. A partir de esto, nos propusinealizar una busqueda sobre un numero
mayor de casos. Consideramos hacer uso de un conjunto de secuencias provirales
previamente obtenidas por secuenciaciorat&r en el marco de otros estudios del
laboratorio[Aulicino et al., 2007 y 2011]Se trata de secueasi correspondientes ya
sea a un segmentpu5’envo bien a una porcién 5° del gpal, provenientes de unos
138 nifios infectados. Empleando nuevamesttprograma Hypermut 2.0, el andlisis
identific6 dos secuencias con sefial deiéd severa o hipermutacion, designadas con
los nimeros de acceso de Genbank DQ767#3K eny) y HQ158256 (500l) (Tabla
R2). Interesantemente, DQ767703 present6 huddasdicion en coakto caracteristico
de APOBEC3G GG—AG), en tanto quélQ158256 lo hizo en contexto caracteristico
de APOBEC3FGA—AA). Un grafico de dispersion mostrando porcentaje de adenina
respecto de porcentaje de guanina perm#aalizar la composicién de bases alterada
de los dos hipermutantébig. R6). Es importante destacgue ambas secuencias se
obtuvieron a partir de muestrde sangre tomadas dentrolds dos primeros meses de
vida de los nifios.

Debe aclararse que este Ultimo comudé secuencias analizado no se obtuvo
segun un disefo dirigido a estudios de @d@n (muestras provenientes de pacientes
sin registro clinico compte, tomadas a distintas edasttiempos de infeccion,
disparidad de historias derapia y/o estadio clinicoSin embargo, la exploracién

realizada permitié6 comprobar gakfendmeno de hipermutaci@fectando el grueso de
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la poblacion proviral puede ser observanpranamente en nuestros pacientes
pediatricos, aunque sélo en umay baja proporcién de casos. Esto Ultimo sugeriria un
bajo nivel de actividad editora enpablacién de nifios bajo analisis.
A partir de lo expuesto, y considerargiee la susceptibilidad a APOBEC3 varia

a lo largo del genoma de HIV-1, nosopusimos continuar el estudio enfocAndonos
ahora sobre una regién del virus que elegimas da alta probabilidapara la edicion:

la regién cPPT hacia 3" del gpal. Esto nos permitiria incrementar la sensibilidad para
detectar huellas de la actividad APEB3 Yy, trabajando con un diseiio adecuado,

determinar su relacion con otros factores implicados ierfidecion por HIV-1.

Tabla R2. Secuencias provirales hipermutadas seguin Hypermut 2.0

Hypermut 2.0

Secuencias Region gendmica Posiciones Lonaitud Significancia  Significancia  Significancia Ref s
hipermutadas HIV-1 en HXB? g general (GR) especifica (GG)especifica (GA) ~crerencia

DQ767703 vpu-5'env 6030-6559 524 pb 0.00068 0.00003 0.12219 AY284984

HQ158256 5'pol 2274-3186 913 pb 0.00691 0.09907 0.00503 EF12016(

2 Se indican los nimeros de acceso de GenBrlgcalizacion en genoma de referencia HXB2
(K03455),° Obtenidas con la herramienta de LANL HIV BLAST . Los valores de significancia indicados

corresponden a una prueba exacta de Fisher.
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Figura R6. Composicion de basesle las secuencias proviralesLos graficos para proporcion de

adenina (%A)versus proporcién de guanina (%G) permiten observar a las secuencias hipermutadas

como datos aberrantes. Entre las secuencias del segrperi@nv(n = 69) se distingue DQ7677(8),

en tanto que para las correspondientegpal §n = 94) se aprecia a HQ1%8®2como claramente apartada

de la distribuciorn(b).
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4.3 Edicion mediada por APOBEC3 erHIV-1 de pacientes pediatricos
y su asociacion con polimorfismos ePAPOBEC3G / CUL5 y la

variabilidad de vif

4.3.1 Andlisis de la edicion mediada por APOBEC3

Secuencias provirales de la region cPPT dentro delpgede HIV-1 fueron
obtenidas por secuenciacién directa a pddimuestras tempranpsovenientes de 93
nifios perinatalmente infectados. Se #&jébsobre un segmento de 312 pb del genoma
viral considerado altamentefémmativo para el estudio da edicion. Se observé que 67
(72.0%) de las secuencias e subtipo F1, 25 (26.9%le subtipo B y 1 (1.1%) de

subtipo A1(Fig. R7).

Al 1.1

Figura R7. Asignacién de subtipo para region cPPT del gepol. Se presenta la frecuencia porcentual

para las 93 secuencias provirales obtenidas segln subtipo.
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Con el objeto de identificar secuencias altamente editadas, se emple6 el
programa Hypermut 2.0. Las secuenciasrdn analizadas separadamente usando
referencias apropiadas de acuerdo al sabtipal. Este procethiento no indicé a
ninguna secuencia como hipermutada (tanta pantexto general GR como especifico
GG o GA), lo cual destaca la rareza deosgsediatricos mostrando una fraccion mayor
de la poblacion proviral compuesta fiormas severamente editadas.

Debe destacarse que Hypermut 2.0uea herramienta ampliamente utilizada
que se aplica fundamentalmente para ¢tasif secuencias emas categorias de
“hipermutante” o “no hipermutante”. Estmismo criterio de “todo o nada” es
usualmente adoptado por @traproximaciones basadasswresde edicion y analisis
de clusters[Pace et al., 2006; Piantadosi et al., 20@h embargo, estrategias que no
se apoyan en tal distincion han demostraddasabién valiosas en diferentes estudios
de asociacion realizad@isand et al., 2008; Ulenga et. a2008; Gourraud et al., 2011]
destacando que los niveles de edicion poedsultar informativos a través de un
amplio rango antes de que la secuencia afiecpueda considerarse como hipermutada.
Por tanto, decidimos llevar a cabo un estudaaliaado en el espeotde baja edicidon
mediada por APOBEC3 que podria presentarsauestra cohorte pediatrica. A tal fin,
desarrollamos especialmente el indice ODMDE intentando mejorar el analisis del
fenomeno de edicién cuando este da de manera débil. Este indice, la sefial de
edicion se estima como la razén A : G demkedos contextos APOBEC3 en relacion a
la razén A : G fuera de ellos, lo que detalla en la exprém [(AG + AA) : (GG +
GA)]/ [(AC + AT) : (GC + GT)] Para lograr el valor d@8DDSMM, la sefial de edicion
es obtenida para una secuencia nucleotigiii@gada en un maximae susceptibilidad a
la actividad APOBEC3 (inmediatamente rioitzat del cPPT) y luego ajustada por la

sefial en un minimo contiguo (el propio cAPI& secuencia inmediatamente rio abajo).
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Esto permitiria ganar especificidad parariadida de edicién, ya que se corrige una
sefal atribuible a la actividad APOBEC3 patra que podria considerarse basal o
espuria.

Al calcularse los valores de ODDSMM pdoa 93 casos estudiados, se observé
que estos diferian significativamente ertre subtipos de HIV-1 (prueba de suma de
rangos de Wilcoxom < 0.0001,Fig. R8a). En consecuencia, decidimos restringir los
siguientes analisis a las regiones de cEETsubtipo F1 por ser las mas numerosas.
Ademas, para minimizar factores confunésntinculados al lieje viral (dada la
presencia de diferentes recombinantes B/F1), consideramos so6lo aquellos casos
determinados previamente también como de subtipo F1 en elifggbontinuamos
entonces nuestros estudios de edicién worsubset de 66 pacientes pediatricos. Este
grupo presenté una distribdai de ODDSMM que no se apasgi@nificativamente de la

normalidad (prueba de normalidad de Shapiro-\wik0.3121 Fig. R8b).

4.3.2 Edicion mediada por APOBEC3 y polimorfismos dAPOBEC3G / CUL5

Para determinar si diferentes rla®e de ediciobn se asociaban con los
polimorfismosAPOBEC3GH186R,APOBEC3GC40693T oCUL5 SNP6, realizamos
para cada uno de estos loci una carmapion de los valores de ODDSMM entre los
homocigotas para el alelo mayoritario y |[martadores del alelo minoritario. Mientras
que los SNPs dAPOBEC3Gno se vincularon con férencias de ODDSMM (prueba
de suma de rangos de Wilcoxprr 0.05,Fig. R9a y b, el alelo minoritario d&€CUL5
SNP6 se asocid con edicion reducigaueba de suma de rangos de Wilcoxor

0.0479Fig. R90).
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Figura R8. Edicion mediadapor APOBECS3 e indice ODDSMM.La comparacion de los valores de
ODDSMM entre los subtipos F1 y B de HIV- 1 mosbra diferencias estadisticamente significativas
(prueba de suma de rangos de Wilcoxai),) Distribucién normal de ODDSMM para 66 casos en los que

HIV-1 se determiné como subtipo F1 tanto en regiéon cPPT ded@@omo en genif (b).
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Figura R9. Asociacion de la edicion con polimorfismos eAPOBEC3G / CUL5. No se observaron
diferencias en el nivel de edicion entre los genotipoSRIEBEC3GH186R yAPOBEC3GC40693T(a,
b). El alelo minoritario deCUL5 SNP6 se relaciond con niveles de edicion mas lf@jo€omparaciones

por prueba de suma de rangos de Wilcoxon.
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4.3.3 Edicion mediada por APOBEC3 y variabilidad de Vif

Se evalud luego si las diferencias emigkl de edicion se hallaban asociadas
con diferencias en la variabilidad de Mibs casos estudiados se dividieron de acuerdo
a su ODDSMM en dos grupos mostrando kedopor debajo o por encima de la
mediana, para después comparar entres éloentropia en cadaosicion de Vif. El
andlisis indicé que una entropia incrementada en los sitios 46, 122 y 160 estaba
vinculada con un ODDSMM mas bajo, en tagtee una entropia incrementada en el
sitio 182 se vinculaba con un ODDSMM més alkig( R10a) Seguidamente, los
niveles de edicion exhibidos por Mifild type fueron contrastados directamente con
aquellos mostrados por los mutantes pasa posiciones mencionadas. Aunque los
graficos de dispersion revelan valores disfidos en rangos supeliestos, diferencias
estadisticamente significativas fueron hallagiase las variantes de Vif para los sitios
46, 122 y 160 (prueba dersa de rangos de Wilcoxogm < 0.05,Fig. R10b-¢. La
presencia simultanea de estas mutaciones filaata sin que se observen asociaciones

entre ellas (prueba de correlacién de rangos de Spearmards).

56



RESULTADOS — CAPITULO 3

Diferencia
(a)

de entropia
08—
122 (p =0.0495)
.d g T 46 (p = 0.0337)
2 g 04— 160 (p = 0.0346)
c
) Vv
22
g 2 oz
N Qa
20
S O (AT 1
0 =
g .
S s 024
8 =
v n
Q i
o 182 (p =0.0393)
04 ' | ' | ' I ' |
0 0 100 150 201
Posicion de Vif
(b)
20 (C) o0
p =0.0187 p =0.0182
[ | | |
= .
= ala
&
Q101 . 10 s
) n s
O ak [ ] 1‘:=
&
0 0
465 ABMIT 122K 122E/GINIQ/RIT
(d) (n=62) (n=4) (e) (n=45) (n=21)
209 D =0.0349 207 p = 0.0564
[ | | |
2 .
n h
A 107 . 10 .
5 y
&
]
0 160K 160R 1820 1820
(n=62) (n=4) (n=62) (n=4)
Variante de Vif Variante de Vif

Figura R10. Asociacion de la edicion con variantes de ViLas posiciones de Vif con diferencias de
entropia en relaciéon con nivel de edicién se encuentran indicadas (evaluacion estadistica mediante 10000
aleatorizacionesfa). Comparacion de ODDSMM entre \Mifild typey mutante. Evaluacion estadistica

por prueba de suma de rangos de Wilcakea).
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4.3.4 Edicion mediada por APOBEC3 progresion a SIDA pediatrico

Para determinar la relevancia de la ggticpara el desarralde la enfermedad
en nuestra cohorte pediéh, se evalud si las saciones de ODDSMM estaban
vinculadas con cambios en el tiempo ®©A&l En primera instancia se efectué un
andlisis tratando el psctro de edicidbn de manerantiaua, sin que se evidencie una
asociacion para los 66 casos consideradapdsion de riesgos proporcionales de Cox,
prueba de razén de verosimilitudes= 0.9884). Luego, se practicO un analisis
considerando dos niveles de edicion (gocima o por debajo de la mediana de
ODDSMM), pero los pacientes de ambgsupos mostraron tasas de progresion
similares (prueba deog-rank de Mantel-Coxp = 0.7356,Fig. R11). Ademas, para
descartar la terapia como una posible aldd confundente, seealizaron andlisis
censurando a los pacientes al tiempo deadnie HAART, pero esto tampoco sugirié
asociaciéon alguna (no mostrad®e esta manera, los nige de edicidbn observados

parecieron no tener efecto sobre el riedgalesarrollo de SIDA pediatrico.
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Figura R11. Edicién y tiempo de inicio de SIDAEI método de Kaplan-Meier fue usado para estimar la
proporcion libre de SIDA para los pacientes separados segun nivel de ODDSMM por debajo o por

encima de la mediana. Evaluacién estadistica mediante la prueba de Log-rank de Mantel-Cox.
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En este punto, a pesar de no haberséeagiado relacion entre las variables
consideradas, nos propusimos indagar acdetaposible efecto qukas alteraciones
previamente asociadas con una progresitds rapida de la enfermedad (INS61,
A62D/N/S y Q136P) pudieraener sobre la edicion. Aunguno fuera destacada por el
andlisis basado en entropia posicional del apartado anterior, la mutaciéon INS61 se
vinculdé por una tendencia a niveles inceentados de edicion (prueba de suma de
rangos de Wilcoxorp = 0.0583, no mostrado). Debe notarse que tal estimacion se
apoy6 en un grupo de soélo tres casos debitho lmaja frecuencia de la insercién de
interés. Intentamos por tanto ampliar el nlonde pacientes para la variante Vif INS61
mediante la obtencién de secuencias pates del hermano de uno de estos nifios,
nacido un afio y medio después e infectedobién de manera perinatal (la muestra
empleada se tomo6 a los 4.3 meses de edadpresencia de la alteracion INS61 se
verificd en este caso adicional, el que iesantemente exhibié al igual que su hermano
un desarrollo temprano de SIDA (previo a fbmeses en ambos nifios) acompafiado de
un valor aumentado de ODDSMM (cercano3a4). Logré asi reunirse un conjunto de
cuatro casos para el que se registroaswiacion significativentre INS61 y medidas
de edicion mas altas (prueba de suma de rangos de Wilpox®0149, no mostrado).
Aunque la falta de independencia debidpagentesco entre dos s nifilos nos obliga
a interpretar la evaluacion estadistica realize@o como orientativa, debe destacarse la
congruencia del caso adicionalnclo observado para el restie los pacientes. Por lo
tanto, mediante la aproximaciéon efectuaskadelinea un patron que permite especular
acerca de un efecto de Vif INS61 tanto solar progresion a SID&A&omo sobre el nivel

de edicién en la poblacion de HIV-1.
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4.3.5 Edicion mediada por APOBEC3 yivergencia filogenética viral

Para explorar si la edicion afecta Ipsocesos evolutivos de HIV-1, arboles
filogenéticos fueron construidos con las sswias obtenidas para el segmentpaley
para el genvif completo. Se advirti6 que partas dos regioes habia una
correspondencia inversa entre el ladgorama y el nivel de ediciokif). R12ay h. La
distancia genética de cada secuencipal® vif al respectivo consenso (generado para
los 66 casos de subtipo F1) mostré pamabas regiones gendémicas del virus una
correlacién negativa con los valores de ODDSMM (prueba de correlacién de rangos de

Spearmarm < 0.05,Fig. R12cy 9.
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Figura R12. Edicion y divergencia viral.Los arboles filogenéticos para la region cPPPpaley para el
gen vif completo exhiben una correspondencia inverdeeesl largo de rama y el nivel de edicién
(circulos verde claro: ODDSMM < mediar@rculos rojo oscuro: ODDSMM > mediana, consenso).
Método de Neighbor-joining, modelo Tamura-Nei + gamma. No hubo valoresadstrappor encima
del 70% (1000 réplicagh, b). Las distancias genéticas de cada eecia al consenso se correlacionaron
negativamente con el ODDSMM en ambas regiogenomicas de HIV-1 estudiadas. Evaluacion

estadistica por la prueba de correlacion de rangos de Spegarrdan
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4.4 Analisis devif en progresores lentos pediatricos

4.4.1 Pacientes de interés: Identificacion derogresores lentos y sus caracteristicas

Para evaluar si defectos &if de HIV-1 contribuyen alemorar el inicio del
SIDA pediatrico, se obtuvierogecuencias provirales & provenientes de nifios que
han exhibido una tasa de progresion de la enfermedad en extrem(Tbdita R3).

Este grupo comprendié 11 pacientes infectguirnatalmente por HIV-1 (incluyendo
un par de hermanos) que fueron seleccionaddsaee a su caracteristica distintiva de
no desarrollar SIDA por mas de 8 afios eseaugia de terapia antirretroviral. Debe
notarse que estos progresores lentosesponden a menos del 2% de los casos en
nuestra poblacion pediatrica infectada ptl-1. Por lo tanto, estos nifios podrian
resultar altamente informativos en lo goencierne a factores determinantes de una
atenuacion viral. Ademas, para establezmnparaciones, se emplearon los gengs
provirales de los 93 nifios infectados pemiraente por HIV-1 ya antes analizados.
Estos pacientes pueden considerarse camjunto como progresores tipicos,
constituyendo un grupo contrapropiado por no incluir sas que hayan exhibido una
progresion tardia de la enfieedad, independientemente @eterapia antirretroviral
(Fig. R13)

En base al total de determinaciones disponibles para cada paciente, los
progresores lentos mostraraalores significativamente reducidos para la maxima carga
viral (prueba de suma de rangos de Wilcoyxord 0.001) y una tendencia a valores
incrementados para el minimo porcentajeélalas T CD4+ (prueba de suma de rangos

de Wilcoxonp = 0.064) respecto de los progresores tipfEas R14)
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Tabla R3. Datos epidemioldgicos, bioquimicos y clinicos de los pregores lentos.

Fecha Fecha Carga viral Células T CD4+ SIDA Terapia antirretroviral Secuencia vif

Progresor Género nacimiento dltima visita clinico Inicio Toma de

lento (mesfario) (mes/afio) Rango (log) Mediana (n)* Rango (%) Mediana (n)* (meses)®  (meses)’ Drogas Cédigo (r:]izsetsr;
JDM F 11/92 09/07 <1.7-51  4.1(15) 10- 23 19 (13) 146 105 3TC AZT EFV F856-JDM 125
VA ¢ M 12/91 01/08 <1.7-53  4.6(17) 21-41 30 (21) - 179  3TC AZT EFV 1842-VA 168
VT ¢ M 01/96 01/08 <1.7-48 3.2 (14) 13-37 27 (16) - 117 3TC AZT EFV  1270-VT 113
Gl M 10/90 04/03 2.8-3.8 3.1(6) 26 - 55 33(9) - - C303-GI 116
BML F 07/87 05/07 <1.7-54 3.1 (20) 21-66 52 (34) - 115 ddl C997-BML 162
PFS M 01/94 10/07 <1.7-44  2.6(28) 25 -39 32 (35) - - F83-PFS 104
SGR F 12/92 05/07 <1.7-4.1 2.8 (20) 20-39 27 (20) 123 149  3TC AZT EFV H129-SGR 137
EHL M 08/95 11/07 <1.7-49 3.8(22) 18- 34 23 (26) - 141  3TC AZT EFV K97-EHL 128
GLOA F 11/98 02/08 <1.7-40  2.9(29) 21-43 36 (33) - 13*  AZT ddl NFV B693-GLOA 11
SCJ M 06/95 06/06 33-35 3.4(2) 27-31 29 (2) - - K100-SCJ 130
FSA F 01/95 04/06 4.0-4.9 4.3 (6) 13- 24 22 (12) - - 1661-FSA 130

#Numero total de determinaciones disponibles, ® Edad del paciente, © Hermanos

* Tratamiento interrumpido luego de 5 meses

F: femenino, M: masculino
____ Progresores tipicos
- — Progresores lentos

1.00 p < 0.0001
L
3 |
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Figura R13. Diferentes perfiles de progresion clinicaSe aprecia el contraste en los tiempos de inicio
de SIDA entre los progresores lentos (n = 11) y los progresores tipicos (n = 93). Evaluacion estadistica

mediante la prueba d®g-rankde Mantel-Cox.
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Figura R14. Niveles de ARN de HIV-1 y célulasT CD4+ en nifios con diferentes perfiles de
progresion. Se comparan entre los progresolentos y los progresores tipicos los valores para la maxima
carga viral (log) registrad@) y los valores para el minimo porcentaje de células T CD4+ regigbpdo

Evaluacion estadistica por prueba de suma de rangos de Wilcoxon.
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4.4.2 Secuencias nucleotidicas @& en progresores lentos: Filogenia, conservacion

estructural, heterogeneidad e hipermutacion

Con el objeto de establecer si los viamsprogresores lentos derivan en comun
de una cepa de HIV-1 ancestral con kingcia reducida, se realiz6 un analisis
filogenético con las 104 secuencidlsobtenidas de progresores lentos y de progresores
tipicos. En el arbdilogenético, los genesf se dispusieron entremezclados en cuanto
a la tasa de progresion dedafermedad y se distribuyeron de forma similar entre los
conjuntos correspondientes alibtipo B y al subtipo FXFig. R15) (ademas, la
secuencia del progresor lento FSA se fified como recombinantes B/F1). Por
consiguiente, no se hallé evidencia paravintulo epidemiolégico que pueda explicar
la condicidn clinica compartida plws nifios progresores lentos.

El examen de los genesf hallados en los progresores lentos no reveld
alteraciones de importancia, sin que see@ign inserciones, codones de terminacion
prematuros o falta del codén de iniciacionnémguno de los casos. De esta manera, no
se verificaron defectos groseros wifi que mostraran una distincion clara entre las
secuencias de progresores lentdass de progreses tipicos.

Seguidamente, la heterogeneidadvildue estudiada a través del célculo de la
distancia nucleotidica (usandfistancia p) dentro y emtrlos grupos de progresores
lentos vy tipicos. En los casos de subtipd3-progresores lentos y 76 tipicos), el valor
de la mediana para la distancia de a paresie 0.041 dentro ded@rogresores lentos,
de 0.039 dentro de los tipicos y @®41 entre los nifios de ambos gruffeig. R16).

No hubo diferencias estadisticante significativas (pruebatandard para dos muestras
p > 0.05). Esto se observé también en los cdsasubtipo B (5 progsores lentos 'y 11

tipicos), aunque valores de mediana miéssaueron estimados para las distancias
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dentro y entre los grupos (alrededor de 0.@80nostrado). Por lo tanto, para el gén
los progresores lentos y los progresores tipicos exhibieron niveles similares de
heterogeneidad y no se diferenciarianéminos de diversidad nucleotidica.

Ademas, la incidencia de ediai mediada por APOBEC3 en los genédsfue
investigada. El programa Hypermut 2.0 malic6 a ninguna de las secuencias como
hipermutada, evaluando un patron de edigiarsea general (GR) especifico (GG o

GA).

4.4.3 Secuencias aminoacidicas de Vif enggresores lentos: Deteccidn de cambios

distintivos, su frecuencia en basde datos y regiones afectadas

Las proteinas deducidas fueron luegtudiadas para identificar sustituciones
aminoacidicas que pudieran dar cuenta deagtividad alterada en aquellas variantes
de Vif observadas en progresores lentos. A tal fin, se efectafalisis posicion por
posicién. Se observé que 85 sitios no mostraron variacion en el set completo de
secuencias Vif obtenido de progresoresdsnt progresores tipicos, 70 sitios mostraron
variacion en ambos grupos, 33 sitios mostrasammacion solo en progresores tipicos vy,
de manera interesante, 4 sitios mostraroraen restringida a pgresores lentos. Por
tanto, el analisis subsiguiente se cerdgrblos cambios hallados en estas Ultimas 4
posiciones. Las mutaciones detectadas fubt®h, V13l, V55T y L81M, las cuales se
presentaron en forma separada en las se@gede Vif de los pacientes EHL, Gl, FSA

y PES, respectivamengEig. R17).
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Figura R15. Andlisis filogenético de geneg@f obtenidos de progresores lento€l arbol muestra la
distribucion entre los subtipos F1 y B de 10 de los geifi€sddigos indicados, 1 recombinante B/F1
omitido) hallados en nifios progresores lentos. Cuadrados blancos: Referencias B, Circulos negros:

Referencias CRF_12, Circulos blancos: Referencias F1. Se indican sélo los valonessttap(1000

réplicas) superiores al 70%.
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(c). Se indican las medianas.
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Figura R17 (pag. anterior). Secuencias Vif de HIV-1 en progresores lentoB! subtipo (B, F1 o
recombinante B/F1) se indica pazada secuencia. Las proteinas son comparadas con la referencia de
subtipo B HXB2 (K03455) en la linea superior. Los cambios en los sitios con variacion sélo en los
progresores lentos se destacan en negro. Los amdnsd&m mindscula indican los sitios para los que se
detecté una poblacién mixta (se muestra la altmanale mayor frecuencia para el correspondiente
subtipo). La region amino terminal incluye principalmente dominios importantes para el reconocimiento
de APOBEC3G (A3G) y/o APOBEC3F (A3F), mientras que la region carboxilo terminal contiene
dominios requeridos para el reclutamiento de ElonguinaC (EloC), ElonguinaB (EloB) y Q@inab

en un complejo ubiquitin ligasa (representdo de acuerd®ang et al. [2010by He et al. [2008]

Para estimar la posible relevancia de estataciones para fancion de Vif, su
frecuencia fue estudiada en 1599 secuencias-itteted Web Alignmen2009 de la
base de datos de HIV-1 de LANL. Mientras que M8L fue comunmente observada en
Vif de ciertos clados virales (principalmengubtipo C y diversos recombinantes), los
cambios V13l, V55T y L81M presemtan frecuencias de 1.1%, 0.1% y 0.8%,
respectivamente, todos dlaafectando sitios altament®nservados (frecuencia del
residuo predominante del 98% o may(tiy. R18) De esta manera, de los 4 cambios
inicialmente identificados en progreseréentos, 3 pueden ser considerados como
sustituciones inusuales en posiciones quabex muy baja variabilidad a través de
secuencias Vif de diferezd subtipos de HIV-1.

El papel de las mutaciones V13Il, V55TL81M en la tasa derogresion de la
enfermedad fue investigado mediante el iaisade un set de 5€ecuencias (una por
paciente) proveniente deomtroladores de elite (indduos con enfermedad no
progresiva que controlan la replicacion de/Hl) recuperado de la base de datos de
HIV-1 de LANL. El cambio V13l se hallén 2 (4%) casos, V55T en 1 (2%) casos y
L81M en 2 (4%) casos. La frecuencia global en controladores de elite para estas

mutaciones fue significativamente maypre la observada en secuenciasFKikéred
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Web Alignmen2009 de la base de datos de HIV-1Lé&L (prueba dechi cuadrado de
Pearsonp < 0.001).

Se exploré luego el efecto potencial lde sustituciones V13I, V55T y L81M
analizando si éstas ocurrian en posiciones previamente descriptas como relevantes para
la actividad de Vif(Fig. R17) Interesantemente, se verdi que estas mutaciones se
localizan en tres diferentes motivos ®& descriptos comoimportantes para su
interaccion con APOBEC3G/APOBECJRussell y Pathak, 200#e et al., 2008;

Dang et al., 2010a; Dang et al., 2010b]
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Figura R18. Frecuencia de cambios detectadosn secuencias Vif de progresores lentota
frecuencia en la base de datos de HIV-1 de LANL (1599 secuencigditeledd Web Alignmen2009)
para el residuo predominante (barra gris) y el ntetdbarra negra) se muestra para las sustituciones

M8L, V13l, V55T y L81M.
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4.4.4 Evaluacion de las sustituciones inusles en Vif de progresores lentos como

variantes de escape

Se evalué en los niflos la presenale variantes déHLA que pudieran
seleccionar positivamente las sustituciomesswales en Vif y también contribuir a la
progresion lenta. A tal fin, se llevé adelanteandlisis focalizado en los alelos de HLA-

B. Los genotipos de los pacientes GI, PFS y FSA fueron determinados como
B*1302/B*1402, B*1402/B*4801 y B*1517/B*3801, resptivamente. Un rol protector
durante la infeccién por HIV-1 no ha sidgpogtado para los alelos de HLA-B hallados,
excepto por B¥*1302Honeyborne et al., 2007[Las mutaciones V13l, V55T y L81M no
parecen disrumpir epitopes de reconocimiento para células T CD8+, tal como puede
predecirse en base al genotipo HLA-B derrespondiente hospedador. Por lo tanto,
segun nuestro analisis, las secuenciasVieportando sustituciones inusuales que

fueron observadas en progresores lentos n@@am@nstituir variantes de escape.
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DISCUSION

En el presente trabajo se estudié la variabilidad del sistema Vif-APOBECS3 en el
contexto de la infeccion peritz por HIV-1 y su influencigobre el desarrollo de SIDA
infantil. Habiendo transcurrido ya casina década desde la identificacion de
APOBEC3G (llamado primeramente CEM1Bpmo factor capaz de restringir la
replicacion de HIV-1en ausencia de VifSheehy et al.,, 2002}y luego de que un
sinnimero de investigaciones dirigidas a esctaréiversos aspectos de esta particular
via de interaccion entre vewy hospedador se hayan deslidado, pocos estudios han
sido realizados en elscenario pediatricAmoédo et al., 2011Koulinska et al., 2003]
Ademas, debe destacarse que, en nuestrccicoiento, el actual trabajo constituye el
primero en ser llevado a cabo en poblacion argentina. De esta manera, se pone de

relieve el valor de la investigacion efectuadano labor de tesis dtmral.

5.1 Variabilidad del sistema Vif-APOBEC3 y SIDA pediatrico

Se comenzé investigando la relevancia de los polimorfisékle®BEC3G
H186R,APOBEC3GC40693T yCULS5 SNP6 para el riesgo de infeccion por HIV-1 'y
la progresion a SIDA en un importante numee nifios expuestos perinatalmente. El
analisis no mostr6 evidencia de un efectdaseSNPs estudiados sobre la transmision
de HIV-1 o la progresio de la enfermedad. Por tantmestros resultados estuvieron de
acuerdo con lo informado para cohortes aeendencia europea respecto de los
polimorfismosAPOBEC3GH186R yCULS5 SNP6[AnN et al., 2004; An et al., 2007; Do
et al., 2005; Valcke et al., 2006in embargo, el SNRPOBEC3GC40693T se detectod
similarmente distribuido en los grupate individuos infectados y expuestos no
infectados, a diferencide lo originalmente reportado en caucasipésicke et al.,

2006] Debe tenerse en cuenta que las pobl@si@reviamente estadias consistieron

73



DISCUSION

principalmente de adultos expuestos pontacto sexual o por el uso de drogas
inyectables y no de pacientes pediatricdademas, se han reportado variaciones en las
frecuencias alélicas de los polimorfismosARROBEC3Gy CUL5 que se relacionaron
con la etnia poblacionaPara el polimorfism@POBEC3GH186R, el alelo minoritario
mostré en nuestra poblacion pediatrica argantina frecuencia cercana al 9%, la cual
parece ligeramente superior a aquellasvigmente observadas en poblaciones de
ascendencia europea (3-7pan et al., 2004; Do et al., 2005; Valcke et al., 20péto
marcadamente inferior a las reportadas penalaciones de ascdencia africana (31-
37%)[An et al., 2004; Reddy et al., 201®ara el polimorfismé&POBEC3GC40693T,

se hallé una frecuencia paghalelo minoritario de alreder del 6%, proxima al 4.4%
informado para caucasicos infectafidalcke et al., 2006]Para el polimorfism&UL5
SNP6, nuestra poblacion pediatrica exhibi6é treauencia para el alelo minoritario de
8%, la que es intermedia entre las previai@eeportadas de 5% para afroamericanos y
de 11% para europeoamericaf@s et al., 2007]

Se analizé también el gerif de HIV-1 presente en muestras tempranas de
pacientes pediatricos. El adto se practicd sobre la pobléaiproviral, la cual se ha
demostrado apropiada para la detén de formas hipermutad@isand et al., 2008;
Russell et al., 2009]Sin embargo, este fendmeno ne fabservado en ninguna de las
93 secuenciasif obtenidas para nuestro estudiocddorte. Por tanto, la deteccion de
secuencias hipermutadas fue planteada como una meta ulterior.

Ademas, la variabilidad de la proteind ¥ subtipo F1 fue explorada en detalle
en cuanto a su relevancia para la tasgpmgresion de la enfermedad en nifios. Se
encontrd que la insercion de un aminoécido en la posicién 61 (INS61) y que las
sustituciones A62D/N/S y Q136P podriaraesasociadas con un inicio temprano de

SIDA. Estas alteraciones déf exhibieron una baja freencia en nuestra cohorte y
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fueron colectivamente observadas en 9 deatal de 76 casos F1 estudiados. Esto
indica que cerca del 12% de stres pacientes pediatricos piadpresentar una variante
perjudicial de Vif. Vale la pena menciorngue también se ha ingado sobre si una tasa

de mutacion incrementada podria estardéga un desarrollo temprano de SIDA, puesto
que tal asociacion podria sen factor confundente afeetdo nuestra interpretacion
sobre la presencia de variantes especifia¥if. En nuestro abordaje, buscando una
correlacién entre distancias genéticaviflg tiempo a SIDA, no encontramos evidencia
clara en favor de tal posibilidad. Esto ditagia un apoyo adicionglara el rol que las
formas de Vif identificadas potencialmente desempefarian en la progresion de la
enfermedad. Debe destacarse que lasaaltmes ligadas a udesarrollo rapido de
SIDA residen en dominios de Vif relevantegra la actividad de la proteiféig. D1).

Por un lado, INS61 y A62D/N/S seclizan dentro del motivo 55-VxIPLi-64 que se

ha reportado como implicado en la natecion de Vif con APOBEC3G y APOBEC3F
[He et al., 2008]Por otro lado, Q136P se ubica en el motivo HCCH, un dominio que
abarca desde el sitio 108 al 139 y que es critico para la capacidad de Vif de reclutar a
Cul5[Mehle et al., 2006; Xiao et al., 2006 or tanto, estas aleariones pueden afectar

la funcion de Vif mediantda modulacion de su eficielac de union a diferentes
proteinas del hospedador. ®mbargo, es dificil especulaobre la forma en que estas
variantes particulares de Mibdrian contribuir a la patogeidad viral. En tal sentido,

dos diferentes posibilidades pueden seridenadas. Primero, puede asumirse que estas
variantes de Vif tienen una capacidad incretaga para contrarresta los factores de
restriccion, lo cual daria cuenta de una virulencia acentuada de HIV-1.
Alternativamente, las variantes de \fibdrian tener una actidad anti-APOBEC3
disminuida que podria exponer al virusua nivel moderado (subletal) de edicion

APOBEC3[Sadler et al., 2010Esto podria representar una fuente de variabilidad que
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facilitaria el surgimiento de formasrales de escape al sistema inmune o con
resistencia a drogas. De esta manera, una progresion acelerada de la enfermedad puede
ser determinada tanto por un incremento c@aouna reduccion de la actividad de Vif

(Fig. D2). En cualquier caso, nuestros resultage8alan que las alteraciones de Vif
pueden conducir a un aumento de virulengiao solo a la atenuacion viral como
usualmente se supone.

Interesantemente, se ha reportado queinsercion de dos aminoacidos en el
mismo motivo donde hallamos las variame INS61 y A62D/N/S puede ser la
responsable del status no progresor de umiyaalre-hijo infectado por HIV-1 subtipo
B. El estudio mostré que la insercién redowarcadamente la replicacion viral en CMT,
posiblemente por alterar la conformacion y estabilidad de la proteifAl®sander et
al., 2002] Aunque este caso reportado pareostradictorio con nuestros hallazgos,
debe considerarse que el efecto sobreplagresion de la enfermedad de una
determinada variante de Vif puede ser importantemente influenciada por el ambiente
particular provisto por el hospedador, pipalmente en lo que refiere a aquellos
factores que regulan el nivde actividad APOBEC3. Pdanto, las tasas opuestas de
progresion de la enfermedad pueden ser irgeagas como diferentes resultados en el

balance entre las actividades de APOBEC3 y(Nd. D3).
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Figura D1. Mapa de la proteina Vif. Se indican las mutaciones gse observaron relacionadas con
diferencias en la progresion a SIDA, SNPsAROBEC3Go CULS y variaciones en los niveles de

edicién. Se aprecian los motivos dé &fiectados en cada caso. Modificadddeng et al. [2010b]
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Actividad APOBEC3 constante

Frecuencia eventos Frecuencia eventos  Frecuencia eyentos
Actividad Vif EDICION LETAL INHIBICION )
(Variantes de escape) (Virus hipermutados) RETROTRANSCRIPCION

@w wro | I [ 1] [
® Fincremertacal . .
© § piminaca 7] ] T
Determinantes Aparicion facilitada Mayor eficiencia para contrarrestar actividad
de aumento de de variantes de antiviral APOBEC3
virulencia escape a sistema

inmune o drogas

Figura D2. Eficiencia de Vif y progresién rapida de la enfermedad Tanto el incremento como la
disminucién de la actividad de Vif pueden relacionarse con un desarrollo temprano de SIDA. Ante un
dado nivel constante de actividad APOBEC3, HIV-1 con Vif WT (A) replicaria recibiendo cierta
frecuencia de eventos de edicién subletal, letal ldiicion de la retrotranscripcion. Una actividad de

Vif incrementada (B) implicaria una reduccién en los eventos de edicién letal y/o de inhibicion de la
retrotranscripcion. Esta mayor eficiencia de Hi\para contrarrestar la capacidad antiviral APOBEC3
podria determinar un aumento devaulencia. Alternativamente, laplkcacion viral se veria dificultada

por una actividad de Vif disminuida (C). Sin embargo, a pesar de sufrir un cierto grado de inhibicion,
existe la posibilidad de que el virus pueda verse favorecido en lo global al elevarse la frecuencia de
eventos de edicion subletal. Esto podria resultar en una fuente adicional de variabilidad que facilitaria la

aparicién de variantes de escapsistema inmune o drogas.
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Actividad
APOBEC3

[ I
® @ Vif actividad
Vif WT / / reducida

*) D ' 23 < sin efecto | [Prog. rap|d> %. ©)
D
o g .
o El efecto sobre la progresion
(A3) - de una determinada variante
w de Vif no es univoco, sino
gue depende de balance.

Figura D3. Tasa de progresidon como resultadde balance entre actividades APOBEC3 y Viluna

misma forma de Vif podria determinar una progresion mas rapida o mas lenta de la enfermedad
dependiendo del ambiente provisto por el hospedador en cuanto a la actividad APOBEC3. En la situacion
habitual, las actividades de Vif y APOBEC3 contrapuestas estarian en un equilibrio que no tendria efecto
significativo sobre la progresion (A). Cambios en dstiance afectarian el curso de la enfermedad. Por
ejemplo, la ocurrencia de una variante de Vitipalar podrd asociarse con un desarrollo temprano de
SIDA ante cierto nivel de actividad APOBEC3 (B y D), mientras que podra vincularse con un desarrol
tardio en el caso en que la aitdad APOBEC3 supere un cierto umbral (C y E). Tal umbral podra ser
diferente para variantes de Vif con distintévadad (Vif WT versus Vif actividad reducida).
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Ademas, las caracteristicas de Vif pueder moldeadas por el genotipo del
hospedadojLi et al., 2010] En tal sentido, decidimos expéorsobre esta posibilidad en
nuestra cohorte. Encontramos que a pesar de que los polimorfistAB¥O@EC3Gy
CULS5 analizados parecen no tener efecto sddngrogresion de la enfermedad, estos
podrian ejercer una influenciatse la variabilidad de ViDe hecho, se observo que los
alelos minoritarios dAPOBEC3GC40693T yCUL5 SNP6 estuvieron asociados con
las sustituciones de Vif E45D y R132K, respvamente. Se hace interesante el que
ciertas sustituciones en ambos sitiosy4532 hayan sido reportadas con importante
efecto sobre la actividad de Vif. El residuoedsitio 45 es relevaatpara la interaccion
de Vif con las proteinas APOBEC3, ya gse ha demostrado que la variante de
ocurrencia natural E45G puede coneatar con eficacia APOBEC3F pero no a
APOBEC3G[Mulder et al., 2008; Simon et al., 200# su vez, la posicién 132 se
ubica en el motivo HCCH previamente miemado, requerido por Vif para su union a
Cul5. La sustitucion R132S ha sido asdeiacon baja carga viral en individuos
infectados y también se ha wdgjue reduce la replicacion vitial vitro [Hassaine et al.,
2000; Rangel et al., 20Q9]

Debe notarse que la sustitucion de Vif E4&fociada con el alelo minoritario de
APOBEC3GC40693T se ubica precisamente en ragadn de Vif que esta involucrada
en la interaccion Vif-APOBEC3G. De fornsamilar, la sustitucion de Vif R132K que
se ha asociado con el alelo minoritarioGléL5 SNP6 se localiza en una region de Vif
relevante para la interaccion Vif-Cu{big. D1). Esta doble concdancia sugiere que
las asociaciones encontradas no son sélo lacioees estadisticas espurias, sino que
parecen tener sentido biolégico. Aunque tambios E45D y R132K son conservativos
(ya que un residuo es reemplazado por otrgatacteristicas sifares), estos podrian

modular la actividad de Vif al menos de famsutil, pudiéndose plantear la hipétesis de
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que tales sustituciones son selectivamente favorecidas en respuesta a las variantes
genéticas particulares @°OBEC3Gy CUL5 del hospedador.

No se observaron variantes de Vifstrando simultaneamente un posible efecto
sobre el tiempo a SIDA y una asmaon con los polimorfismos dAPOBEC3Go
CULS. Sin embargo, vale destacar que leeracion A62D/N/$ vinculada a una
progresion rapida de la enfermedad, exhibié también un valor no corregido @627
para su asociacion con el alelo minoritario ABOBEC3G C40693T. Aunque tal
asociacion no alcanzé sigmifincia estadistica, podriestar reflejando un efecto
indirecto del SNP deAPOBEC3Gsobre el curso de la 'mmedad al favorecer el
surgimiento de variantes de Vif perjudicial&studios de co-variacion mas amplios,
vinculando las caracteristicgenéticas de los factores itworados en el sistema Vif-
APOBEC3, son necesarios para arrojar fmbre esta compleja interaccion virus-
hospedador.

En conjunto, los resultados sugieren tagealteraciones déif pueden acelerar
la progresion a SIDA pediatrico y que la variabilidad deégifaria influenciada por los

alelos deAPOBEC3Gy CUL5 del hospedador.

5.2 Edicion mediada por APOBEC3 erHIV-1 de pacientes pediatricos

Luego de no hallar ningdn hipermutante entre los geifiggovenientes de 93
niflos considerados para nuestro estai cohorte, recurrimos a secuengEs5’envo
5’pol obtenidas previamente de un conjunto iadial de 138 pacientes pediatricos. En
este grupo se verificaron sélo dos casos exhibiendo provirus hipermutados. Ante una
deteccion tan baja, decidimos proseguir ebrestudio de edicién pero aplicando una

estrategia de mayor sensithld. La region gendémica de WL escogida para el nuevo
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analisis fue una porcion del gg@ol en torno al cPPT, la éliincluye un maximo de
susceptibilidad para la etbn mediada por APOBEC[Suspene et al., 2006; Wurtzer

et al., 2006; Hu et al., 201L0Ademas, se empleargnimersdegenerados en posiciones
pasibles de ser editadas, buscando evitaranmalificacion selectiva de solo aquellas
variantes no afectadas por la actividad APOBECS3. Las secuencias asi generadas no
indicaron para ninguno de 93 casos estto$ una poblacion prival hipermutada.

Esto contrasta con aquellos trabajos emlos se informa de hipermutacién detectable
por secuenciacion directa en una fracciénswmerable (10% o mas) de los adultos
infectados [Pace et al., 2006; Land et,a2008; Vazquez-Pérez et al., 2009; Piantadosi

et al., 2009] La diferencia puede ser atribuida @&taia de las cohortggo el subtipo de
HIV-1, pero la disparidad de edades podria constituir un factor critico. De esta manera,
los resultados obtenidogndican que la restricéh de HIV-1 por medio de
hipermutacion podria considerarse como ingiicgmte en cuanto a su contribucion para

el retraso del SIDA en nuestcohorte pediatrica, ya qlas casos exhibiendo signos de

una edicion severa afectando sustanciatmda poblacion proviral serian de una
extrema rareza. En tal sentido, nuestraailtados estan de acuerdo con la reciente
publicacion deAmoédo et al. [2011]quienes encontraron emfios perinatalmente
infectados un bajo porcentaje de clorfmgermutados sin una correlacion entre su
abundancia y el perfil de pgresién de la enfermedad.

Por lo antes expuesto, es preciso destquaral explorar la relevancia de la
edicion en nuestra cohorte pediatrica nasios limitados a estudiar un espectro
restringido de niveles que puedeonsiderarse como subletal&adler et al., 2010]
Esto nos llevé a desarrollar un estimadoredicion formulado especialmente para
encarar un analisis basado en sefiales débieactividad editora. El indice, al que

llamamos ODDSMM, se disefid explotando ¢asacteristicas de regién cPPT, que
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por contener no sélo un maximo sino tambign minimo para la susceptibilidad a la
edicion permitiria una cuantificacion de attapecificidad. Ademas, debe tenerse en
cuenta que el andlisis de edicion en nizddajos presenta una situacion muy particular,
ya que cuando se hallan virus hipermutagasincapacidad para replicar nos indicaria
que la mutagénesis letal fue alcanzada ewctelal hospedador, pero cuando se trata solo
de eventos subletales, los mismos puedg@nerse producido tanto en el hospedador
presente como en eslabones antesate la cadena de transmision.

Al tratar de correlacionar la edici@n HIV-1 con las vaantes genéticas del
paciente, no se observaron diferendi@ nivel entre los alelos a¢°OBEC3G pero si
se identificé un posible efecto d&UL5 SNP6 El alelo minoritario de este locus se
asocio con una edicion mas baja, lo quéasacorde con una actividad incrementada
para esta variante del geal como fuera discutido pdm et al. [2007] Un aumento en
la disponibilidad de la proted Cul5 podria contribuir a eplecion mediada por Vif de
los factores APOBECS3, lo cusé reflejaria en una reduccion de la edicién de HIV-1.

Se observé también que diferentes nisale edicidon se vincularon con cambios
en la variabilidad de Vif. A pesar de que los sitios afectados no han sido reportados
como centrales para la funcién de Vif,ieteresante notar que se ubican dentro 0 muy
proximos de regiones relevas de la protein@rig. D1). El sitio 46 es contiguo a un
dominio de union a APOBEC3G (aminoacidos 40 a[8&)on et al., 2005; Russell y
Pathak, 2007]El residuo en la posicién 122 se halla inmerso en el motivo HCCH,
requerido por Vif para el reclutamiento de C[NMehle et al., 2006; Xiao et al., 2006]

El sitio 160 se encuentra inmediatamente antes del motivo rico en prolina (posiciones
161 a 164), el que ha sido reportado como mambe para la interaccion de Vif con
APOBECS3G, Cul5 y ElonguinaB>onahue et al., 2008; Stay et al., 2008; Bergeron

et al., 2010]ademas de estar involucradol@mligomerizacion del propio ViiYyang et
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al., 2001] La posicion 182 parece ser una excepcion, puesto que se localiza en la cola
carboxilo terminal que es usualmente comsada como dispensable para las funciones
criticas de Vif[Henzler et al., 2001] Por lo tanto, podridiipotetizarse que las
sustituciones en estos sitios modifican la a&t4ig de Vif al menos de manera leve, pero
suficiente como para alterar sist@imamente el nivel de edicion.

Aunque no se hall6 evidencia apoyando aeaciacion globatntre los niveles
subletales de edicién observados y e@ngpo a SIDA pediatrico, los virus codificando
Vif INS61 se asociaron con una progresiopiada de la enfermedad y mostraron al
mismo tiempo una tendenciadie valores incrementados ddicion. Esto nos condujo
a considerar para esta variante particd&Nif un efecto sobre el desarrollo de SIDA
mediado por un mayor impacto de la actddeditora sobre HIV-1. Sin embargo, la
baja frecuencia de INS61 dificultdé unaataciéon mas profunda del papel que esta
alteraciéon podria desempenfar durante el curso clinico de la infeccion.

Por tanto, en una consideracién geheta variabilidad del sistema Vif-
APOBEC3 podria afectar tanto el nivel deceth de la poblacion viral como el curso
de la enfermedad en nifios, pero aparentemente no en una manera claramente acoplada.

Ademas, al analizar la influencia tieactividad enziméatica APOBEC3 sobre la
evolucion de HIV-1, se advirti6 que las digencias filogenéticas estimadas para las
secuencias provirales se correlacionaron negyagnte con la edicién. Se hace dificil el
realizar una interpretaciomlara de estos resultadopuesto que nuestro indice
ODDSMM (de forma semejante a cualquier aastimador de edicion) esta en alguna
medida relacionado con la distancia gergétiSin embargo, esta asociacion se observo
en coincidencia tanto para la regién cPPT como para eligér usado para el calculo
de edicion), lo cual nos condujo a especualeerca de un sentido biolégico para este

hallazgo. En tal sentido, puede proponerse lguedicién, incluso dentro de un rango
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subletal, podria afectar gativamente la dinamica régdtiva del virus con un
consecuente impacto sobre la tasa evautivpomo parece reflejarse al nivel de
evolucion inter-hospedador estudiado.

Nuestros hallazgos exploratorios sugiergre, en el contexto de la infeccion
pediatrica, tanto las caracteristicas delpedador como las del virus podrian modular

la edicion mediada pdAPOBEC3 de HIV-1.

5.3 Alteraciones en Vif de HV-1 y progresion lenta de laenfermedad en pacientes

pediatricos

Al realizar un estudio deohorte explorando sobreagsaciones entre variantes
particulares de Vif y distintos tiempos aecio de SIDA, se identificaron mutaciones
relacionadas con una progresion aceleradia @émfermedad pero no se hallé ninguna
alteracién vinculada con un desarrollo tardigpartir de eso, nos propusimos estudiar
las caracteristicas de Vif en un redieciaunque interesantgrupo de casos que
logramos identificar como progresores lent@ntro de la cohorte general de nifios
perinatalmente infectados por HIV-1. Satdr de 11 pacientes que sin recibir terapia
antirretroviral no tuvieron nmafestacion clinica de SIDA por mas de ocho afos,
diferenciandose del anterior grupo &8 niflos que en su conjunto pueden ser
considerados como progresores tipicos.

Se ha propuesto que en algunos imlias infectados por HIV-1 (adultos y
nifios) un inicio demorado de SIDA podria explicarse al menos parcialmente por la
presencia de virus con gends alterados. Por un lado, ciertas mutaciones de Vif han
sido halladas en comun entre casos modtraina progresion lenta de la enfermedad,

como el cambio R132S (asociado con bajas cargas vifddesksaine et al., 2000;
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Rangel et al., 2009kl cambio S130I (en virus de tree progresores de largo plazo)
[Sandonis et al., 2009]una insercién de dos aminoagddetectada en par madre-hijo
de no progresore$plexander et al., 2002]Por el otro lado, también se han descripto
un conjunto de defectos disimiles\wehque podrian dar cuenta de casos particulares de
atenuacion viral, incluyendo delecion de amplios segmentos de]Rgewel et al.,
2009; Sandonis et al., 2009tuncamiento de proteinas por codostsp prematuros
[Rangel et al.,, 2009y modificacion de motivos d&/if capaces de regular su
localizacion subcelulafFarrow et al., 2005] En nuestra poblacion de pacientes
pediatricos infectados por HIV-1, estaariedad de alteraciones no seria una
caracteristica distintav de las secuencias provenientes de nifios mostrando progresion
lenta a SIDA. En cambio, al comparar ergregresores lentos y tipicos las secuencias
Vif, se advirti6 la presencia diferentide los cambios V13l, V55T y L81M en los
pacientes con un curso lento de la enfermelbanalisis de secuencias almacenadas en
la base de datos de HIV-1 de LANL indigde estas sustituciones tienen una frecuencia
extremadamente baja (0.1 a 1.1%), afectando sitios de Vif altamente conservados a
través de los diversos clados de HIVAdemas, secuencias de Vif provenientes de
controladores de elitbmadas de base de datos pameri estar enriquecidas en estas
mutaciones especificas, una observacgue puede ser intelgtada como una
validacion externa a nuestros hallazgos. Egtén interesante notar que los residuos en
los sitios 13, 55 y 81 estan dentro de motivos de Vif importantes para la supresién de las
proteinas APOBEC®ig. D1).

Las alteraciones V13Il, V55T y L81Mo representan mationes de dificil
reversion (como lo serian las insercionyetas deleciones). Desta manera, podria
hipotetizarse que factores del hospgkataque actlan seleccionando estos cambios

pueden favorecer su predominio en el enjanvna. En tal sentido, las sustituciones
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fueron analizadas respecto del genotipoAHR. de los pacientes, puesto que la
presencia de ciertos alelos podria al misimmpo dar cuenta de la progresion lenta de

la enfermedad en estos casos particulgfasg et al., 2010; Singh et al., 2018in
embargo, nuestro analisis no hallé evidencias apoyando estas variantes de Vif como
formas de escape a la respuesta inmune.

Vale la pena mencionar algunos faes que podrian senvocados como
confundentes para dar cuenta de las difges observadas entk&f de progresores
lentos y tipicos, tal como discrepancias ahmeato de la recoleccion de las muestras de
sangre respecto de la edad, el estadio defexmedad o la terapia antirretroviral previa
[Adekale et al., 2005]Sin embargo, no se hallaron difec&s globales en términos de
heterogeneidad o diversidad nucleotidica entre las secugiigiasvenientes de ambos
grupos. Ademas, las posibles confundentes enatias no explicarian con facilidad la
frecuencia notoriamente baja en la baselaes de HIV-1 de ANL para los cambios
que fueron observados solo en el grupo derpsages lentos pediatricos. Por lo tanto,
las sustituciones inusualeégl3l, V55T y L81M merece ser consideradas como
alteraciones de Vif auténticamente vincaadon la progresidenta en pediatria.

Este estudio provee nuevas pistas acerca de la naturaleza de sustituciones
inusuales en Vif que pueden estar ligadas la atenuacién de HIV-1 en pacientes
perinatalmente infectados. Alteraciones aparentemente menores en distintos dominios
de Vif podrian determinar proteinas con actividades subdptimas, afectando la tasa de

progresion de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo sugieren que en la infeccion pediéatrica por HIV-1
la variabilidad del sistema Vif-APOBEC®uede afectar el curso clinico de la
enfermedad. Se hallaron evidencias de gagas mutaciones en Vif serian capaces de
propiciar un desarrollo pddo de SIDA, pero se observé también que variantes
inusuales de esta proteipadrian contribuir a lgrogresion en extremo lenta que se
observa en unos pocos casosedeepcion. Aunque polimorfismos &POBEC3Gy
CULS5 no mostraron un efecto sobre la traisséom perinatal de HIV-1 como tampoco
sobre el curso de la enfermedad, si se apme determinados alelos podrian influir en
las caracteristicas de Vif.

Al buscar casos en los que el fentvmede hipermutacion o edicién severa
estuviera afectando al grueso de la poblagi@viral, verificamos que esto ocurriria
s6lo en un nimero de pacientes sumamentses Esta baja incidencia revelaria que la
restriccion de HIV-1 por hipermutacion APOBEC3 no es un mecanismo de relevancia
para el control de la infeccion viral emestra cohorte pediatrica. Sin embargo, al
avocarnos al estudio de lo que correspaada un espectro de edicidbn en niveles
subletales, apreciamos que estos podrian cambiar en funcién de las caracteristicas tanto
del hospedador como del virus. Evaluadasbglmente, los débiles niveles de edicion
observados no se asociaron con diferencias en el tiempo de desarrollo de SIDA, aunque
habria indicios de mutames en Vif relacionadas simultineamente con progresion
rapida y edicion incrementada.

Consideramos que estos resultados seran relevantes para el disefio de futuros
estudios que tengan por objetivo determelgrapel del sistema Vif-APOBEC3 durante

el curso de la infeccion.
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