UNIVERSIDAD DE BELGRANO

LasS tesinas
“® Belgrano

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Carrera Licenciatura en Ciencias Biologicas

Caracterizacion funcional de glicoproteinas de
envoltura provenientes de aislamientos de HIV-1
de un paciente infectado por transmision vertical

N° 630 Fiorella M. Spinelli

Directora de Tesina: Dra. Silvia A. Gonzalez
Co-Director de Tesina: Dr. José L. Affranchino

Lugar de trabajo: Laboratorio de Virologia, CONICET-
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad

de Belgrano

Departamento de Investigaciones
Febrero de 2014

Universidad de Belgrano
Zabala 1837 (C1426DQ6)
Ciudad Auténoma de Buenos Aires - Argentina
Tel.: 011-4788-5400 int. 2533
e-mail: invest@ub.edu.ar
url: http://www.ub.edu.ar/investigaciones






Tesinas Caracterizacion funcional de glicoproteinas de envoltura provenientes de aislamientos de HIV-1 de un paciente infectado por transmision vertical

RESUMEN

La glicoproteina de envoltura (Env) de HIV-1 media la entrada del virus a sus células blanco interac-
tuando en la superficie celular con el receptor primario CD4 y con el correceptor CCR5 o CXCR4. Es
por ello que la glicoproteina Env determina el tropismo viral e influencia la patogénesis de la infeccion.
El Laboratorio de Virologia (CONICET-Universidad de Belgrano) recibi6 del Laboratorio de Retrovirus y
Biologia Celular del Hospital de Pediatria Garrahan tres genes env (C5, C6 y C88) derivados de muestras
longitudinales de un paciente infectado verticalmente con HIV-1 para que se investigaran las propiedades
biolégicas de las proteinas Env codificadas por estos genes. Para ello, en primer lugar, analizamos en
cultivos celulares la biosintesis y el procesamiento de las glicoproteinas C5, C6 y C88. Luego, mediante
ensayos de fusion célula-célula en presencia de antagonistas de CCR5 y de CXCR4, se identificé para
cada glicoproteina Env el correceptor utilizado. Finalmente, se determind la capacidad infectiva conferida
por las proteinas Env C5, C6 y C88 a un virus defectivo que no expresa Env. Estos estudios constituyen
el primer paso en la construccién de un panel de referencia funcional de las glicoproteinas Env de los
HIV-1 que circulan en la Argentina.
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INTRODUCCION

1. Origen y epidemiologia del virus de la inmunodeficiencia de humanos (HIV-1)
1.1. Descubrimiento

Las primeras evidencias clinicas del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) surgieron entre
1980 y 1981 en Estados Unidos, cuando un grupo de cinco hombres jévenes homosexuales inexplica-
blemente manifesté sintomas de neumonia causada por Pneumocystis jiroveci (anteriormente llamado P.
carinii) (Gottlieb et al., 1981). Esta enfermedad consistia en una infeccion oportunista rara que normalmente
se manifiesta solo en individuos inmunocomprometidos. Simultaneamente, se reportaron otros casos de
pacientes con un patrén similar de anomalias, tales como disminucion de linfocitos T CD4*, linfoadeno-
patias, sarcoma de Kaposi y enfermedades causadas por infecciones oportunistas. A esta condicion se
la denominé SIDA, sin embargo, se desconocia el agente causal.

Dos afos después, Gallo y colaboradores aislaron a partir de los linfocitos T de sangre periférica de un
paciente con SIDA, el virus responsable de la enfermedad. Este virus presentaba caracteristicas similares
al virus linfotrépico humano de células T (HTLV): los viriones tenian actividad de transcriptasa reversa
tipica de los retrovirus y eran detectados con anticuerpos contra las proteinas virales de la capside p19
y p24. Estos resultados permitieron sugerir que el virus del SIDA pertenecia a la familia de HTLV y, por
lo tanto, lo llamaron HTLV-III (Gallo et al., 1983). Al mismo tiempo, el grupo de Montagnier aislé de un
paciente con linfoadenopatias un virus que presentaba actividad de transcriptasa reversa pero que no
estaba relacionado inmunoldgicamente con las proteinas p19 y p24 de HTLYV, lo cual se contradecia con
lo observado por el laboratorio de Gallo. Por lo tanto, Montagnier y sus colaboradores denominaron al
nuevo aislamiento como LAV, virus asociado a linfoadenopatias (Barre-Sinoussi et al., 1983). Otro equipo
de investigadores liderado por Levy también aisl6 un virus a partir de linfocitos T de individuos infectados
en San Francisco al que llamé ARV, retrovirus asociado al SIDA (Levy et al., 1984).

Finalmente, los numerosos andlisis filogenéticos y el estudio del ciclo de replicacién viral demostraron
que el virus del SIDA pertenece a los lentivirus, un género dentro de la familia Retroviridae. Por lo tanto,
los aislamientos HTLV-III, LAV y ARV correspondian al mismo virus al que se denoming virus de la inmu-
nodeficiencia de humanos (HIV).

1.2. Origen y relacion filogenética con SIVcpz

La epidemia global causada por el HIV tipo 1 (HIV-1) en la poblaciéon humana resulté de al menos tres
eventos de infeccion con el virus de la inmunodeficiencia de simios SIVcpz, un lentivirus de chimpancé
que provoca una infeccion natural asintomatica en las especies Pan troglodytesy P. t. schweinfurthii (Gao
et al., 1999). Se cree que la transmisién al hombre, que tuvo lugar en Africa central y oriental, ocurrié por
contacto con la sangre o los fluidos corporales de simios infectados, durante la caza de estos animales
para el consumo (Peeters et al., 2002).

HIV-1 se clasifica en cuatro grupos genéticamente diferentes: M (main), O (outlier), N (non-M, non-O)
y P (“pending the identification of further human cases”), cada uno de los cuales surgi6é de un evento de
transmision independiente entre especies. El grupo M fue el primero en ser descubierto y es el principal
responsable de la pandemia mundial. En base a analisis evolutivos se estima que el grupo M de HIV-1
fue introducido en la poblacién humana en 1931 (Korber, 2000). El grupo O fue descubierto en 1990,
representa menos del 1% de la infeccion global con HIV-1 y esté restringido a Camerun, Gabén y paises
vecinos (Gurtler et al., 1994). El grupo N fue identificado en 1998, solo se hallan documentados 13 casos
en individuos de Camerun (Vallari et al., 2010). Por ultimo, el grupo P, relacionado evolutivamente con
el SIV de gorila, fue descubierto en 2009 en una mujer de Camerun viviendo en Francia (Plantier et al.,
2009) y hasta el presente solo se ha aislado de otro individuo de Camerun (Vallari et al., 2011). Numero-
sos estudios moleculares y evolutivos han establecido que el inicio de la pandemia con los grupos My O
ocurrio durante las primeras décadas del siglo XX (Korber, 2000; Lemey et al., 2004; Worobey et al., 2008).

De acuerdo a los reportes oficiales de las Naciones Unidas sobre HIV/SIDA (UNAIDS), a fines del
2011 habia 34 millones de personas infectadas con HIV-1 (UNAIDS, 2012). El Africa Subsahariana sigue
siendo la zona mas afectada, ya que 1 de cada 20 adultos esta infectado con HIV-1, lo cual representa
el 69% de los individuos infectados a nivel mundial. Después de esta region, le siguen el Caribe, Europa
del Este y Asia Central, en donde se calculé en 2011 que el 1% de los adultos esta infectado con HIV-
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1. A pesar de que la prevalencia de HIV es 25 veces mayor en Africa que en Asia, aproximadamente 5
millones de personas viven con HIV en el este y sudeste asiatico (UNAIDS, 2012).

1.3. Mecanismos de transmision

La principal ruta de transmision de HIV-1 es la via sexual (de Vincenzi, 1994; Leynaert et al., 1998;
Vittinghoff et al., 1999). La transmisién ocurre a través del contacto de los fluidos corporales de individuos
infectados que presentan niveles elevados de virus y de células infectadas (sangre, semen o secreciones
vaginales) con las mucosas o regiones dafadas de la piel.

El modo de contagio por transfusion con sangre de un individuo infectado con HIV-1 es muy alto ya
que el virus es directamente inoculado en sangre. Sin embargo, esto es actualmente muy poco probable,
ya que se controla de manera exhaustiva la sangre donada para las transfusiones. En consecuencia, el
contagio a partir de sangre de un individuo infectado con HIV-1 esta limitado a personas adictas a dro-
gas de administracion endovenosa que reutilizan agujas y jeringas contaminadas con HIV (Vermund &
Leigh-Brown, 2012).

Ademas, HIV puede transmitirse verticalmente, esto es de la madre infectada al hijo. Esta via de
transmision se desarrollara detalladamente en la préxima seccién.

2. Transmisién madre-hijo de HIV-1 e infecciones pediatricas con HIV-1
2.1. Estadisticas a nivel mundial y en Argentina

El principal modo de infeccion con HIV en nifios es la transmision vertical, es decir, de la madre al
hijo. La transmisién puede ocurrir durante el embarazo, el parto o durante la lactancia. En las ultimas
décadas, el desarrollo y laimplementacion de la terapia antirretroviral conocida como HAART (Highly Active
Antiretroviral Therapy) en las etapas preparto y posparto (tanto en la madre como en el recién nacido) han
permitido virtualmente eliminar las infecciones pediatricas con HIV en los paises desarrollados (Connor
& McSherry, 1994; Cooper et al., 2002). En efecto, las tasas de transmision madre-hijo se redujeron
aproximadamente a un 1-2%. Sin embargo, la infeccién pediatrica con HIV sigue siendo un problema de
salud importante en los paises subdesarrollados (Shetty, 2013).

Las estadisticas del afio 2011 estiman que hay 34 millones de personas infectadas con HIV globalmente,
dentro de los cuales 3,3 millones pertenecen a nifios menores de 15 anos. A nivel mundial, se infectan
2,5 millones de personas con HIV; es decir, hay mas de 7.000 nuevos infectados con HIV por dia, dentro
de los cuales hay 330.000 menores de 15 afios. En particular, se estima que alrededor de 230.000 casos
involucran a nifos entre 0 y 14 afios, de los cuales aproximadamente un 90% vive en la zona de Africa
Subsahariana (Shetty, 2013).

En Argentina, desde el inicio de la epidemia hasta diciembre de 2010, el Ministerio de Salud recibid
4.618 casos de nifios infectados con HIV entre 0 y 14 afios. Resulta importante destacar que se registraron
mas diagnosticos de transmisién vertical en la década del ‘90 (50%) que en los ultimos diez afios (41%)
(Fig. 1) (Duran et al., 2011), lo que refleja el éxito del diagndstico temprano y de la implementacion de
las terapias antirretrovirales en la prevencion de la transmision madre-hijo.
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Figura 1.
Casos de infeccion con HIV-1 en nifios argentinos de 0 a 14 afios, segun afio de diagnéstico. (Adaptado de Duran et al., 2011)
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2.2. Curso de la infeccién por HIV-1 en nifios y SIDA pediatrico

En los nifios, el sistema inmune adaptativo, mediado por los linfocitos T y B, es inmaduro ya que no
han sido expuestos a gran cantidad de antigenos. No obstante, el sistema inmune innato esta disefiado
para montar una respuesta inmediata no especifica luego de la exposicién a un microorganismo. Esta
respuesta es mediada por células dendriticas, células Natural Killer, fagocitos (neutrofilos y monocitos/
macréfagos), mastocitos y proteinas humorales como las proteinas del complemento, citoquinas y qui-
mioquinas, entre otras. Dado que durante los primeros anos de vida el sistema inmune innato prevalece
sobre el adquirido, los tipos celulares que unen ambos sistemas tienen un rol importante en la patogénesis
de la infeccion pediatrica con HIV. (Tiemessen & Kuhn, 2006).

El curso clinico de la infeccidon con HIV-1 en nifios causa un amplio rango de enfermedades, entre
las que se incluyen hepatoesplenomegalia, candidiasis oral, diarrea recurrente, parotitis, cardiomiopatia,
hepatitis, nefropatia, retraso en el crecimiento y en el desarrollo, encefalopatias, e infecciones bacterianas
recurrentes (Chakraborty, 2005). En particular, la neumonia causada por Pneumocystis jiroveci es una
infeccion oportunista comun en nifios con HIV-1 y provoca una alto indice de mortalidad entre los 3 a 6
meses de edad. En Africa, la principal causa de mortalidad en nifios infectados con HIV-1 es la tubercu-
losis reactivada. Otros patégenos oportunistas que aparecen durante el curso de la infeccion con HIV-1
son los herpesvirus y las micobacterias atipicas (Chakraborty, 2005).

Los nifios recién nacidos presentan niveles mas elevados que sus madres de las quimioquinas CC,
tales como CCL3, CCL4 y CCL5, las cuales son los ligandos naturales del correceptor CCR5, uno de los
correceptores que utiliza HIV-1 para entrar a sus células blanco (Shalekoff et al., 2004). Por otra parte, las
células del sistema inmune del neonato expresan bajos niveles de CCRS (Shalekoff et al., 2004). Estas
condiciones inmunes en los neonatos permitirian explicar las diferencias que se observan en el curso de
la infeccidn entre los adultos y los nifios (Shalekoff et al., 2004).

CCL3-L1, uno de los dos genes activos que codifica para CCL3, presenta un numero variable de co-
pias en los humanos (Menten et al., 2002). Se ha demostrado que un numero alto de copias de CCL3-L1
correlaciona con una reduccion en la frecuencia de la transmisién madre-hijo de HIV-1. En este sentido,
se ha observado que nifios argentinos con copias de CCL3-L1 menores a la media poblacional presentan
mayor riesgo de adquirir HIV verticalmente que aquéllos con un numero mayor a la media poblacional
(Gonzalez et al., 2005). La infeccion con HIV-1 en nifios tiene una progresion mas rapida que en adultos
porque presentan mayores niveles de linfocitos T CD4* y de ARN viral (carga viral) que los adultos. Por
lo tanto, se requerian niveles mas altos de CCL3 para controlar de manera efectiva la replicacion viral
(Tiemessen & Kuhn, 2006).

2.3. Prevencion de la infeccion vertical

Los programas destinados a evitar la transmision vertical de HIV se basan en los cuatro componentes
recomendados dentro del enfoque estratégico de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS): (i) prevenir
el contagio con HIV en las mujeres; (ii) prevenir embarazos no programados en las mujeres infectadas
con HIV; (iii) aplicar las estrategias terapéuticas disponibles para prevenir la transmision vertical de HIV,
es decir, de la madre infectada al hijo; (iv) proveer de tratamiento, cuidado y apoyo a las mujeres HIV
positivas y a sus familias (WHO, 2002). Por lo tanto, el enfoque terapéutico actual para una mujer embara-
zada que esta infectada con HIV es tratarla con drogas antirretrovirales, lo cual reduce significativamente
la posibilidad de infeccién del nifio por transmisién vertical. Se utiliza la terapia HAART ya mencionada
que, por lo general, consta de la combinacion de tres drogas antirretrovirales como profilaxis a todas las
mujeres infectadas que estan embarazadas o estdn amamantando (Ngemu et al., 2014; WHO, 2012a).
Esto va acompafado de practicas de parto seguras como la cesarea, de manera tal de evitar el paso
del bebé por el canal de parto reduciendo asi la posibilidad de contagio (Ngemu et al., 2014). Como se
menciono, la terapia HAART se basa en la combinacion de tres drogas antirretrovirales cuya enzima
blanco es la transcriptasa reversa: (i) zidovudina (AZT) que es un analogo de nucleésido; (ii) lamivudina
(3TC), otro analogo de nucledsido; y (iii) nevirapina (NVP) que es un inhibidor no nucleosidico. En paises
subdesarrollados, en especial en la zona de Africa Sub-sahariana, las terapias para las mujeres emba-
razadas infectadas y los neonatos se basan en una sola dosis de NVP durante el parto (WHO, 2012b).

El riesgo de contagio a través de la leche materna es del 5-20% (WHO & UNAIDS, 2004). Por lo tanto,
solo se recomienda la alimentacion con leche materna de una madre infectada en aquellos casos en los que
ésta no pueda ser reemplazada por leche materna sustituta adecuada o por alimentos complementarios.
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3. Biologia de HIV-1
3.1. Organizacién genémica y estructura del virién

Los HIV pertenecen a la familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus. El genoma
de estos virus esta compuesto por dos moléculas de ARN de cadena positiva unidas no covalentemente
cerca de sus extremos 5’ (Coffin, 1992). Al igual que el resto de los retrovirus, los HIV se caracterizan por
poseer la enzima transcriptasa reversa la cual sintetiza el ADN copia (ADNCc) a partir del ARN genémico
viral. Posteriormente, el ADNc viral es integrado en el genoma de la célula hospedadora por accién de la
integrasa viral. A la forma integrada del genoma viral se la conoce como provirus (Coffin, 1992).

Los extremos del ADN proviral estan flanqueados por las repeticiones terminales largas (LTR) que
contienen regiones regulatorias involucradas en la iniciacién de la transcripcion y la poliadenilacion de los
transcriptos virales (Fig. 2). EI genoma contiene los tres genes estructurales principales: gag, pol y env
(Fig. 2). El gen gag codifica para la poliproteina Gag de 55 kDa que luego es procesada por la proteasa
viral originando las proteinas estructurales: p17 (matriz, MA), p24 (capside, CA), p7 (nucleocapside, NC)
y el péptido C-terminal p6. La regién pol es traducida en el precursor Gag-Pol que genera las enzimas
proteasa (PR), transcriptasa reversa (TR) e integrasa (IN). La PR se encarga de clivar los precursores
poliproteicos Gag y Gag-Pol, la TR sintetiza el ADN proviral y la IN media la integracién de éste en el
genoma de la célula hospedadora (Coffin, 1992; Goff, 2007) (Fig. 2 y Fig. 3). Por su parte, el gen env
codifica para la glicoproteina de envoltura (Env; gp160), la cual es procesada en el trans-Golgi en las
subunidades de superficie (SU; gp120) y de transmembrana (TM; gp41) (Fig. 2). En la superficie de los
viriones, Env se halla bajo la forma de trimeros del complejo gp120-gp41 (Fig. 3; Zhu et al., 2006).

Ademas de las proteinas estructurales y las enzimas virales, el genoma de HIV-1 codifica para pro-
teinas adicionales cuyos marcos abiertos de lectura estan superpuestos entre los genes pol y env (es
el caso de los genes vif, vpr, tat, rev y vpu) o se hallan entre env y la LTR 3’ (es el caso del gen nef)
(Fig- 2). Dos de estas proteinas tienen funciones regulatorias esenciales: Tat y Rev. Tat actia como
transactivador de la expresion génica, uniéndose al elemento TAR (trans-activation responsive element)
del ARN gendmico, lo que resulta en la activacion de la iniciacién y de la elongacion de la transcripcion
desde el promotor LTR (Goff, 2007). Por su parte, la proteina Rev facilita el transporte desde el nucleo al
citoplasma de los ARN mensajeros (ARNm) virales no procesados (esto es, que no sufren empalme de
exones) o monoprocesados (Coffin, 1992; Goff, 2007). Este mecanismo es mediado por la asociacion de
Rev al elemento respondedor a Rev (RRE; Rev-responsive element). La secuencia RRE es una regién
de aproximadamente 350 nucledtidos (nt) dentro del gen env que, como consecuencia del proceso de
eliminacién de intrones, solo se halla presente en los ARNm virales no procesados y monoprocesados.
El rol de las proteinas accesorias Vif, Vpu, Nef y Vpr seréa discutido en la seccién 3.3.
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Organizacion del genoma de HIV-1.

Se indican la localizacién de los genes de HIV-1, los tamafios de los precursores (que son poliproteinas en los casos de Gag
y Gag-Pol) y de las proteinas maduras derivadas de dichos precursores, asi como las masas moleculares de las proteinas
regulatorias y accesorias.

Adaptado de Freed & Martin (2007).
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Figura 3.
Estructura de los viriones de HIV-1.
Esquemas de la organizacion de las particulas virales.
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3.2. Ciclo de replicacién

El ciclo de replicacion de HIV-1 comienza con la unién de la subunidad gp120 de Env al complejo
receptor-correceptor presente en la membrana plasmatica de las células blanco. Brevemente, gp120 in-
teractua en primer lugar con la molécula CD4 y luego con los correceptores especificos de quimioquinas,
CXCRA4 (presente en los linfocitos T) o CCR5 (presente en los macréfagos) (Berger, 1998; Feng et al.,
1996). Estas interacciones provocan cambios conformacionales en Env que activan la capacidad fuso-
génica de la subunidad gp41 permitiendo la fusidon de las membranas viral y celular y la entrada del core
viral al citoplasma de la célula (Freed & Martin, 2007). En el interior celular, el core viral se desarma y se
sintetiza el ADNc a partir del ARN gendmico viral mediado por la enzima viral TR. Esta enzima, que tiene
actividad tanto de ADN polimerasa ARN y ADN dependiente como de ribonucleasa H, genera primero
la cadena de ADN de polaridad negativa usando como molde el ARN gendmico viral y luego hidroliza el
ARN molde para generar la cadena positiva de ADN (Goff, 2007). EI ADN viral recién sintetizado junto
con otras proteinas virales y celulares forma el complejo de preintegracion. Se ha sugerido que las pro-
teinas MA, IN y Vpr jugarian un rol en la translocacion al nucleo del complejo de preintegracion (Lee et
al., 2010). Una vez dentro del nucleo, la enzima viral IN media la integracién del ADNc proviral al genoma
de la célula, formando el provirus. Mediante la maquinaria de la célula hospedadora, el ADN proviral es
transcripto dando lugar inicialmente a los ARNm virales multiprocesados que codifican para las proteinas
Tat, Rev y Nef (Freed & Martin, 2007).

Tat actua estimulando la sintesis de los ARNm virales mientras que Rev media el transporte al citoplasma
de los ARNm no procesados y monoprocesados que codifican para Gag, Gag-Pol y Env (Freed & Martin,
2007). Por lo tanto, durante la replicacion de HIV-1 se generan tres clases de ARNm virales: los ARNs de
tamafio genémico que son empaquetados como genoma en la progenie viral y que también sirven como
ARNmMm para las poliproteinas Gag y Gag-Pol; los ARNm monoprocesados que codifican para las proteinas
Env, Vpu, Vif y Vpr; y los ARNm multiprocesados que se van a traducir en Rev, Tat y Nef (Goff, 2007).

Los precursores Gag y Gag-Pol se sintetizan en ribosomas citosélicos, mientras que Env se sintetiza
en el reticulo endoplasmatico como un precursor altamente glicosilado de 160 kDa (gp160). Durante su
transporte a la superficie celular, el precursor gp160 es procesado en el trans- Golgi en sus dos subuni-
dades gp120 y gp41 por accion de proteasas celulares del tipo de las furinas (Moulard et al., 1999). Las
proteinas gp120 y gp41, que se mantienen asociadas por uniones no covalentes, se hallan bajo la forma
de complejos triméricos tanto en la membrana plasmatica de la célula infectada como en la superficie del
virion (Affranchino & Gonzalez, 2014; Zhu et al., 2003, 2006).

En las ultimas etapas del ciclo de vida lentiviral, el precursor Gag se ensambla en la membrana plas-
matica en particulas virales, las cuales incorporan al ARN gendmico viral, al precursor Gag-Pol y a la
glicoproteina Env (Affranchino & Gonzalez, 2014).

La brotacion de los viriones a través de la membrana plasmatica al medio extracelular es mediada por
la interaccién entre los dominios aminoacidicos (conocidos como dominios tardios) presentes en el péptido
p6 de Gag con proteinas celulares del sistema endosomal (Bieniasz, 2006; Sundquist & Krausslich, 2012).
Durante o luego de la brotacién de los viriones inmaduros, la PR viral cliva los precursores poliproteicos
Gag y Gag-Pol generando las proteinas maduras que constituyen los viriones maduros infectivos (Fig. 3).
Este procesamiento dispara una serie de reordenamientos estructurales en la particula viral denominados
maduracion (Sundquist & Krausslich, 2012).

3.3. Proteinas virales que contrarrestan la accion antiviral celular

Como se mencioné anteriormente, las proteinas accesorias de HIV-1 son Nef, Vpu, Vif y Vpr (Fig.
2). Resulta interesante destacar que estas proteinas cumplen funciones que le permiten al virus tanto
contrarrestar los mecanismos celulares antivirales como evadir al sistema inmune.

La proteina accesoria Nef es fundamental para que el virus pueda escapar eficientemente del sistema
inmune, ya que ésta modula negativamente algunos receptores presentes en la membrana plasmatica
de la célula infectada. Una de estas proteinas es el receptor primario CD4. La regulacién negativa de
CD4 asegura la interrupcion de las vias inmunoldgicas que lo utilizan y, a su vez, contribuye a evitar la
sobreinfeccion (Levesque et al., 2004). También se ha demostrado que Nef regula negativamente a los
correceptores CCR5 y CXCR4, con los que también interactua HIV-1 para entrar a sus células blanco
(Michel et al., 2006). Otra molécula afectada es el Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo | (CMH 1), el
responsable de presentar los antigenos en la superficie de las células infectadas. La modulacién negativa
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del CMH | mediada por Nef contribuye a evitar que los linfocitos T citotéxicos reconozcan a las células
infectadas y, por lo tanto, permite al virus escapar a la respuesta del sistema inmune (Landi et al., 2011).

Vpu es una proteina exclusiva de HIV-1 si bien se han encontrado homdlogos estructurales en los
SIVcpz. Esta proteina viral cumple dos funciones importantes. Por un lado, Vpu, siendo una proteina
integral de membrana interactua con CD4 en el reticulo endoplasmatico promoviendo su degradacién en
proteasomas (Bour & Strebel, 2003). Por otro lado, Vpu facilita la liberacion del virus desde la membrana
plasmatica de la célula infectada contrarrestando la accién inhibitoria que ejerce el factor de restriccion
inducible por interferon-a BST-2 (conocido también como CD317 o HM1.24) (Ruiz et al., 2010).

La proteina viral Vif es la responsable de contrarrestar la actividad de restriccion que ejerce la proteina
celular APOBEC3G sobre la replicacion viral (Sheehy et al., 2002). La actividad de citidina desaminasa
de las proteinas de la familia APOBEC cataliza la desaminacion de la base citosina del ADN o ARN viral,
resultando en la mutacién de citidina a uridina, y, en consecuencia, en mutaciones G - A en la cadena
sentido positivo del genoma retroviral (Wolf & Goff, 2008; Zhang et al., 2003).

Finalmente, la proteina Vpr es una proteina accesoria multifuncional critica para la eficiencia de la
infeccion viral, la cual es empaquetada en los viriones por interaccion con Gag (Lavallée et al., 1994). La
funcion principal de Vpr es transportar y localizar el complejo de preintegracion en el nucleo, lo que permite
que HIV-1 infecte células quiescentes, que no se dividen como es el caso de los macréfagos (Miller et al.,
1997). Otras funciones importantes de Vpr incluyen la coactivacién del promotor LTR de HIV-1, el arresto
del ciclo celular en la fase G2 y contribuciones directas e indirectas a la disfuncién de los linfocitos T y de
los macréfagos infectados (Kogan & Rappaport, 2011). Las funciones de Vpr en el ciclo de replicacion
viral asi como el efecto que ejerce sobre las células del sistema inmune reflejan el rol importante de Vpr
en la patogenia del SIDA (Kogan & Rappaport, 2011).

4. Estructuray funciones de la glicoproteina Env

Como ya se menciono la glicoproteina viral Env media la entrada viral a través de su interaccién con
el receptor y correceptor presentes en la superficie de la célula blanco. La estructura cuaternaria y fun-
cional de Env consiste de trimeros del heterodimero gp120-gp41 (Affranchino & Gonzalez, 2014; Zhu et
al., 2003, 2006).

4.1. Sintesis y transporte de Env

La glicoproteina Env de HIV-1 se sintetiza en el reticulo endoplasmatico rugoso como un precursor
altamente glicosilado (gp160) (Checkley et al., 2011). En el reticulo endoplasmatico, los monémeros de
gp160 oligomerizan formando trimeros (Earl et al., 1990; Pinter et al., 1989), lo que facilita su transporte
al aparato de Golgi. Un vez en el trans-Golgi, el precursor gp160 es procesado por furinas celulares,
dando como resultado las subunidades gp120) y gp41 (Fig. 4). El procesamiento de gp160 es clave para
la activacion de la actividad fusogénica de Env vy, por lo tanto, es esencial para la infectividad viral. Lue-
go del procesamiento, gp120 y gp41 permanecen asociadas por interacciones no covalentes formando
complejos trimétricos (Affranchino & Gonzalez, 2014; Checkley et al., 2011).

4.2. La subunidad gp120

El andlisis bioinformatico de las secuencias de los genes env de distintos aislamientos de HIV-1, ha
permitido identificar los siguientes segmentos en la subunidad gp120: cinco dominios variables (V1, V2,
V3, V4 y V5), y cinco dominios constantes (C1, C2, C3, C4 y C5) (Fig. 4; Starcich et al., 1986; Willey
et al., 1986). Tanto gp120 como el ectodominio de gp41 contienen residuos de cisteina altamente con-
servados, involucrados en puentes disulfuro intramoleculares que son cruciales para la formacion de la
estructura terciaria de Env (Leonard et al., 1990). Es interesante destacar que variaciones en el nimero
y distribucién de estos residuos de cisteina provocan cambios en la estructura y antigenicidad de Env
(Gao et al., 1996; Jobes et al., 2006).

La glicoproteina gp120 no sélo esta modificada por N-glicosilacién (aproximadamente la mitad de su
masa molecular corresponde a N-oligosacéridos), sino también por O-glicosilacion (Allan et al., 1985;
Bernstein et al., 1994). Esta subunidad de Env presenta aproximadamente entre 20 y 35 sitios de N-
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glicosilacion, los cuales cumplen diversas funciones, tales como enmascarar los epitopes de la proteina
Env que son blanco de la respuesta inmune, contribuir al plegamiento correcto de Env, y facilitar la unién
de los viriones a los receptores de la célula hospedadora (Checkley et al., 2011).

La variabilidad presente en la secuencia de los dominios V se debe a recombinaciones, mutaciones
puntuales, inserciones y deleciones. EI dominio V1/V2 (Fig. 4) es el mas variable tanto en longitud (su
extension oscila entre 50 y 90 aminoacidos) como en el niumero de sitios de N-glicosilacion (Palmer et
al., 1996). Cabe destacar que se ha observado una correlacion entre la progresiéon de la enfermedad y
el aumento tanto en la longitud como en el numero de sitios de glicosilacién en V1/V2, lo que sugiere
que las modificaciones en estos dominios de la proteina gp120 podrian promover el escape viral a la
respuesta inmune (Masciotra et al., 2002). En cambio, los dominios V3, C2, C3 y C4 de gp120 muestran
poca variacién en su longitud (Checkley et al., 2011).

4.3. La subunidad gp41

La glicoproteina gp41 esta compuesta por aproximadamente 345 aminoacidos organizados en tres
dominios principales (Fig. 4): (i) el domino extracelular o ectodominio (ED), (ii) el dominio transmembrana
(DTM), responsable de la insercién de la glicoproteina Env en la membrana, y (iii) el dominio citoplasma-
tico (DC) carboxilo-terminal.

El ED contiene los determinantes que median la fusién entre la envoltura lipidica del virién y la mem-
brana celular: una regién hidrofébica N-terminal denominada péptido de fusion, dos regiones hidrofébicas
de hepta-repeticiones (HR1 y HR2) que se pliegan en estructuras helicoidales, y una zona rica en resi-
duos de triptéfano conocida como region externa proximal a la membrana (MPER, membrane-proximal
external region) que abarca los ultimos 24 aminoacidos del dominio extracelular de gp41 (Affranchino &
Gonzaélez, 2014; Checkley et al., 2011). El dominio MPER de la subunidad gp41 de HIV-1 es blanco de
los anticuerpos monoclonales (MAbs) de amplia capacidad neutralizante 2F5, 4E10 y Z13 (Cao et al.,
1993; Zwick et al., 2001).

Todas las glicoproteinas Env lentivirales, con excepcion de la del virus de la inmunodeficiencia de
felinos (FIV), contienen DCs inusualmente largos de 100-200 residuos, lo que contrasta con la longitud
de los DCs (menos de 50 aminoacidos) de las proteinas Env de otros retrovirus (Affranchino & Gonzélez,
2014; Celma et al., 2007). El DC de la glicoproteina gp41 de HIV-1, que consta de aproximadamente
150 aminoacidos, estéa involucrado en la infectividad viral, regulando la expresion de Env en la superficie
celular, la liberacion espdntanea de gp120 del complejo gp120-gp41, y la fusion de la membrana viral con
la celular (Affranchino & Gonzalez, 2014; Checkley et al., 2011). Estudios realizados por nuestro labora-
torio en SIV y por otros investigadores en HIV-1 han establecido que el DC de la proteina gp41 media la
incorporacion de la glicoproteina Env a los viriones (ver la siguiente seccion 4.4.).

PS gpl2o gpal
(I I |
V1 W2 LE] W4 Vs DT
Figura 4.

Representacion esquematica de la organizacion de la glicoproteina Env de HIV-1.
PS, péptido sefal. Subunidad gp120: C1, C2, C3, C4 y C5, dominios constantes; V1, V2, V3, V4 y V5, dominios variables.

Subunidad gp41: ED, ectodominio; DTM, dominio transmembrana; DC, dominio citoplasmatico.

4.4. Incorporacion de la glicoproteina Env a los viriones

El proceso de incorporacion de la glicoproteina Env a los viriones que resultan del ensamblado de la
poliproteina Gag es una etapa clave en el ciclo de replicacién lentiviral, ya que la proteina Env media la
entrada de los virus recién formados a las nuevas células blanco. Nuestro laboratorio ha estudiado en
detalle este proceso en SIV. Mediante experimentos de mutagénesis dirigida y ensayos de interaccion
proteina-proteina in vitro, nuestro grupo de investigacién ha demostrado que la incorporacion de Env a
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los viriones resulta de la interaccion entre el dominio MA de Gag y el DC de gp41 (Affranchino & Gon-
zalez, 2014; Celma et al., 2001, 2004; Manrique et al., 2001, 2003, 2008). Es interesante destacar que
los estudios realizados en HIV-1 también apoyan el concepto que la interaccion MA-gp41 es una etapa
esencial en el proceso de incorporacion de la glicoproteina Env a los viriones (Freed & Martin, 1995, 1996;
Murakami & Freed, 2000; Wyma et al., 2000).

5. Bases moleculares de la entrada de HIV-1 a las células blanco

Como se discutio en los puntos anteriores, los componentes involucrados en la entrada de HIV son,
por un lado, la glicoproteina Env y, por el otro, el receptor CD4 junto con el correceptor correspondiente
(CCR5 o0 CXCR4) presentes en la membrana plasmatica de la célula hospedadora. En este punto se
explicara como interaccionan estas proteinas durante la entrada del virus a las células blanco.

La entrada viral se inicia con la unién de la subunidad gp120 del complejo gp120-gp41, presente
como trimeros en la superficie del virion, al receptor CD4 de los linfocitos T (Fig. 5). El sitio de unién de
la proteina gp120 al receptor CD4 esta formado por 26 residuos conservados en segmentos discontinuos,
los cuales forman un unico dominio como resultado del plegamiento de Env (Kwong et al., 1998). Estos
residuos se encuentran en los dominios C1, C3 y C4 (Kowalski et al., 1987; Lasky et al., 1987; Olshevsky
et al., 1990). Una vez unida a CD4, la subunidad gp120 sufre cambios conformacionales que resultan
en la exposicién de las regiones que formaran el sitio de unién al correceptor (Ckeckley et al., 2011). El
dominio de unién se conoce como bridging sheet, y esta formado por el tallo de las regiones variables V1
y V2 y por aminoacidos de la region constante C4 (Rizzuto et al., 1998). Por otro lado, la region variable
V3 determina la utilizacion de CCR5 o CXCR4 (Nolan et al., 2008). Se ha demostrado que el cambio en
el uso de CCR5 a CXCR4 como correceptor de HIV-1 se debe a mutaciones en V3 que incrementan la
carga positiva de este dominio, posibilitando asi su interaccion con la superficie cargada negativamente
de CXCR4 (Fouchier et al., 1992; Pollakis et al., 2004; Shioda et al., 1994).

Consiguientemente, la unién de gp120 al correceptor expone el péptido de fusién de gp41, que se
inserta en la membrana de la célula blanco. En esta etapa, las hepta-repeticiones (HR) del ectodominio de
los trimeros de gp41 forman una estructura helicoidal estable en la que las tres HR N-terminales HR1 son
rodeadas de manera antiparalela por las tres HR C-terminales HR2 (Lu et al., 1995). Este intermediario
del complejo Env genera y estabiliza el poro de fusion de las membranas, lo que finalmente conduce a
la liberacion del core viral en el citoplasma de la célula hospedadora (Fig. 5).

En base al correceptor al que se une la glicoproteina Env, los HIV-1 pueden clasificarse en: (i) virus
R5, que utilizan solamente el correceptor CCR5; (ii) virus X4, que utilizan CXCR4; vy, (iii) virus R5X4, que
presentan un tropismo dual; es decir, que pueden utilizar ambos correceptores (Berger et al., 1998). En
este sentido, la regla “11/24/25” que analiza el caracter de los aminoacidos presentes en las posiciones
11, 24 y 25 de la region V3 de Eny, se utiliza como criterio para predecir la utilizacion de correceptor por
HIV-1. Si una o mas de estas posiciones se halla ocupada por un aminoacido de caracter basico, se puede
predecir que el tropismo viral es X4, mientras que cualquier otro residuo en estas posiciones sugiere que
se trata de un virus R5. Esta regla ha exhibido un 94% de exactitud al predecir el correceptor utilizado
por 217 aislamientos virales. (Cardozo et al., 2007).

MNP R R R, R R R 2 AR AR
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i , Unién a carreceptar e Formacion delh.aafcurmadcu
Lomplejo - Unidn a Co4 - inse reion delpéptida por3 HR M-terminalesy 3 HR

trimeérico Env C-terminales. Fusidn delas

defusidnde gp41 .
membranasviral y celular

Figura 5.
Entrada de HIV-1 a sus células blanco.
M.V., membrana viral; M.P., membrana plasmatica; gp120 RV, regiones variables de gp120. Adaptado de Klasse (2012).
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Se ha investigado la accion inhibitoria de algunas moléculas pequefas sobre la unién de la glicopro-
teina gp120 de HIV-1 a los correceptores celulares. En este sentido, el maraviroc (un compuesto sintético
derivado de una imidazopiridina), demostrd ser un antagonista eficaz de la union de Env a CCRS5, por
lo que fue aprobado para uso clinico (Dorr et al., 2005). Un compuesto inhibidor de la unién de HIV-1 a
CXCRA4 es el AMD3100 (biciclamo JM-29879, pero éste no ha sido aprobado para uso terapéutico de-
bido a su toxicidad. Por lo tanto, desde la perspectiva del tratamiento clinico del SIDA, resulta relevante
determinar el fenotipo de utilizacién de correceptor de los virus que circulan en un paciente, ya que esto
permite establecer si se puede incluir maraviroc en la terapia antirretroviral.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

HIV-1, agente causal del SIDA, se ha convertido en los ultimos treinta afios en uno de los patégenos
que mas afectan a la salud humana a nivel mundial. HIV-1, como el resto de los retrovirus, posee una
Unica glicoproteina Env, la cual se halla bajo la forma de un complejo no covalente de las subunidades
gp120 y gp41. Una de las propiedades mas relevantes de la glicoproteina Env es que esta proteina viral
es la responsable del proceso de entrada de los virus a sus células blanco (linfocitos T CD4+, macréfagos
y células dendriticas), ya que esta proteina media la unién especifica de los viriones al receptor y corre-
ceptor celulares, lo cual determina el tropismo de HIV-1 e influencia la patogénesis viral.

Dado que el estudio de las propiedades biolégicas y funcionales de la glicoproteina Env de HIV-1 es
fundamental no sélo para comprender el proceso de entrada viral sino también para disenar moléculas
inhibitorias de la infeccion, el objetivo del presente trabajo de Tesina fue comenzar con la construccion de
un panel de referencia con informacion funcional de las proteinas Env de pacientes infectados con HIV-1.
Esto permitira que la Argentina cuente con un panel de clones de genes env, el cual podra ser utilizado
para evaluar como inhibidores de la entrada viral y anticuerpos neutralizantes afectan a las poblaciones
virales que circulan en el pais.

Objetivos especificos

Recientemente, nuestro grupo de investigacion recibié del Laboratorio de Biologia Celular y Retrovirus
del Hospital de Pediatria Dr. Juan P. Garrahan una serie de genes env obtenidos a partir de muestras
longitudinales de un paciente infectado verticalmente con HIV-1.

Para este trabajo de Tesina, se seleccionaron tres genes env: C88, derivado de la muestra correspon-
diente a los 12 afios de edad del paciente; y C5 y C6, derivados de la muestra de 19 afios de edad del
paciente. Con estos tres clones env nos propusimos realizar los siguientes estudios:

1- Analisis del perfil de expresion, procesamiento, y transporte a la superficie celular de las glicoprotei-
nas gp160 C5, C6 y C88, y su comparacion con el de la glicoproteina Env de una cepa de HIV-1 de
referencia.

2- ldentificacion del correceptor celular (CCR5 o CXCR4) utilizado por las glicoproteinas C5, C6 y C88
para la entrada viral. Para ello, se decidié analizar cémo la fusién célula-célula mediada por las glico-
proteinas Env obtenidas del paciente es afectada por inhibidores especificos de la interaccion de Env
con CCR5 o CXCRA4.

3- Estudio de la capacidad infectiva de las glicoproteinas gp160 C5, C6 y C88 mediante ensayos de in-
fectividad de ciclo unico complementando en trans un virus HIV-1 que no expresa Env con los genes
env de los virus del paciente.
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MATERIALES Y METODOS

1. Amplificacion de los genes env a partir de muestras longitudinales de un paciente infectado
verticalmente con HIV-1

Las muestras longitudinales del paciente pediatrico infectado verticalmente con HIV-1, a partir de las
cuales se amplificaron los genes env utilizados en este trabajo de Tesina, forman parte de la coleccion de
especimenes y muestras del Laboratorio de Biologia Celular y Retrovirus del Hospital de Pediatria “Prof.
Dr. Juan P. Garrahan” - CONICET dirigido por la Dra. Luisa Sen.

En el laboratorio de investigacion del Hospital Garrahan, se recuperaron las poblaciones virales co-
rrespondientes a las muestras del paciente obtenidas a los 12, 16, y 19 afios de edad por cocultivo con
células mononucleares totales (Rossi et al., 2011). Los genes env de cada una de estas poblaciones
virales fueron amplificados por la técnica de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
oligonucledtidos iniciadores sentido y antisentido que hibridan en una secuencia 24 nt antes que codon de
iniciacion ATG de env, y en la secuencia comprendida entre la regién de polipurinas y el comienzo de la
LTR 3 del genoma viral, respectivamente (Rossi et al., 2011). Los productos de PCR (aproximadamente
2,9 kb) correspondientes a las tres poblaciones virales fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO (Rossi
etal., 2011). Se seleccionaron entre 11 y 14 clones env de cada una de las poblaciones virales, los cuales
se secuenciaron en el Servicio de Secuenciacion del Hospital Garrahan (Rossi et al., 2011). Para este
trabajo de Tesina, se seleccionaron tres clones moleculares env: C88, correspondiente a los 12 afios de
edad del paciente, y C5 y C6, correspondientes a la muestra de 19 afios del paciente.

2. Clonado de los genes env en el vector de expresion pcDNA 3.1 (+)

Para expresar los productos de los genes env en células eucariotas, los clones C5, C6 y C88 en
pCR2.1—TOPO fueron subclonados en el vector pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen) que lleva las secuencias pro-
motoras del citomegalovirus humano (Fig. 6B). Para ello, los clones en pCR2.1-TOPO se digirieron con
las endonucleasas de restriccion EcoRV y Hindlll, correspondientes a los extremos 5’y 3’ de los genes
env, respectivamente, (Fig. 6A) y los fragmentos de ADN (de aproximadamente 2,9 kb) se purificaron
usando el sistema QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Por ultimo, los genes env purificados se ligaron
a los sitios Nhel (convertido en extremo romo por tratamiento con T4 ADN polimerasa) y Hindlll del vector
pcDNA utilizando la ADN ligasa del fago T4 (sistema Quick Ligation Kit; New England Biolabs).

EcoRV

,1,{ ¥hal

pT?

Hindlll
&

T BamHI

F.|:ln|_h;Ih
A

Hindlll

pe DN A-Cxenv

pCR 2.1 —TOPD — Cx env

Figura 6.
Estrategia utilizada para el clonado de los genes env C5, C6 y C88 en el vector pcDNA.
A. Clones Cx env (C5, C6, y C88) en el vector pCR 2.1-TOPO.
B. Clones Cx env (C5, C6, y C88) en el vector pcDNA 3.1 (+).
pT7, secuencia del promotor de la ARN polimerasa del fago T7; PS, secuencia que codifica para el péptido sefial de Env; CMV,
secuencia del promotor y enhancer del citomegalovirus humano.
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La reaccion de ligacion de los genes env en pcDNA se transformé en la cepa Stbl2 de Escherichia
coli (INVITROGEN). Para llevar a cabo la transformacion, se agregaron 50 ul de bacterias competentes a
cada mezcla de ligacion y luego de incubar en hielo durante 45 minutos, la mezcla se sometié a un shock
térmico (90 segundos a 42 °C). Posteriormente, se agregaron 400 pl de medio Luria Bertani ([LB] 1%
triptona; 0,5% extracto de levadura; 1% NaCl) y las bacterias se incubaron a 37 °C durante 90 minutos
con agitacién continua. Finalmente, las bacterias se plaquearon en LB-1,5% agar conteniendo 100 pg/ml
de ampicilina, y se incubaron a 37 °C durante toda la noche para seleccionar las bacterias recombinantes.

La seleccién e identificacion de los clones recombinantes se realizé purificando el ADN plasmidico a
partir de colonias individuales mediante el método de lisis por calor (Holmes & Quigley, 1981) y posterior
digestion con la endonucleasa de restriccion BamHI (Fig. 6B). Los clones recombinantes fueron identifi-
cados por la formacién de dos fragmentos de ADN de 6000 pb y 2300 pb por analisis por electroforesis
en gel de agarosa 0,8%.

3. Purificacién de ADN plasmidico

Para realizar los experimentos de transfeccion, las construcciones plasmidicas en el vector pcDNAse
purificaron utilizando el QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN) que se basa en el método de la lisis alcalina
de bacterias (Birnboim & Doly, 1979) seguida de la union del ADN a una columna de silica en presencia
de una alta concentracion salina (Vogelstein & Gillespie, 1979).

4. Células y virus

Las lineas celulares COS-7L de rifion de mono (Invitrogen), 293T de rifion embrionario humano, y TZM-
bl (HeLa-CD4-CCRS5/LTR-lacZ/LTR-luciferasa) se crecieron y mantuvieron en el medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO-BRL) suplementado con 10% suero fetal bovino (HyClone). El
virus vaccinia recombinante vTF7-3 que expresa la T7 ARN polimerasa fue provisto por el Dr. Bernard
Moss (EE.UU.).

5. Expresion de los genes env en células de mamifero

El analisis de la expresién tanto de los clones pcDNA-C5env, pcDNA-C6env'y pcDNA-C88env, como del
clon pc-NL4-3env que codifica para una glicoproteina Env con tropismo X4 (Celma et al., 2001; Manrique
et al., 2001), se llevo a cabo utilizando el sistema del virus vaccinia T7 (Fuerst et al., 1987) dado que el
plasmido pcDNA 3.1 cuenta con el promotor para la T7 ARN polimerasa (Fig. 6). Para ello, se infectaron
las células COS-7L (4 x10° células/placa) con el virus vaccinia recombinante vTF7-3 a una multiplicidad
de infeccién de 10 durante 1 hora a 37 °C. Luego de la etapa de adsorcién viral, las células se lavaron dos
veces con medio DMEM vy se transfectaron con las construcciones plasmidicas utilizando el reactivo de
transfeccion Lipofectamine 2000 (Invitrogen). A las 30 horas postransfeccion, las células se lavaron con
solucion salina de fosfato (PBS), se lisaron a 4 °C con buffer de lisis RIPA (50 mM Tris-HCI [pH 8.0]; 150
mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 0,1% dodecilsulfato de sodio [SDS]; 0,5% desoxicolato de sodio) conteniendo
inhibidores de proteasas (1 mM fluoruro de fenil-metil-sulfonilo y 10 pg/uL aprotinina). Los sobrenadantes
de los medios de cultivo se filtraron a través de una membrana de 0,45 ym de poro.

Las proteinas presentes en los lisados celulares y en los sobrenadantes de los cultivos se resolvieron
en geles 7,5% poliacrilamida — 0,1% SDS, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se analizaron
por Western Blot acoplado a reaccion de quimioluminiscencia como ya ha descrito en detalle nuestro
laboratorio (Gonzélez et al., 2012; Rauddi et al., 2011). Para la deteccion de las proteinas Env se utili-
zaron un anticuerpo policlonal producido en conejo dirigido contra la proteina Env recombinante rgp140
(dilucion 1:500) y el MAb recombinante humano 2F5 especifico de la subunidad gp41 de HIV-1 (Purtscher
et al., 1994).
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6. Generacion de pseudovirus llevando diferentes glicoproteinas Env en su superficie por
complementacion en trans

La complementacién del provirus HIV-1 , . env, defectivo en el gen env, con las glicoproteinas Env
C5, C6 o C88 se realizd de acuerdo al protocolo descripto por nuestro laboratorio (Celma et al., 2001;
Manrique et al., 2001). Brevemente, cultivos de células 293T crecidas en placas de 35 mm de diametro se
cotransfectaron con el ADN proviral pNL4-3 env y cada uno de los plasmidos que dirigen la expresién de
las glicoproteinas Env del paciente (pcDNA-C5env, pcDNA-C6env y pcDNA-C88env) en una proporcion
1:1 utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Como control, se realizaron dos cotransfecciones: una
con el plasmido que codifica para la proteina Env de la cepa X4-tropica HIV-1, , ., el clon pc-NL4-3env
generado en nuestro laboratorio (Celma et al., 2001); y la otra, con el plasmido BaL.01, que codifica para
la proteina Env del virus R5-trépico HIV-1 BalL obtenido del repositorio de los Institutos Nacionales de
Salud de los EE.UU. (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program).

A las 48 horas postransfeccion, se recogieron los sobrenadantes de cada transfeccién conteniendo
los viriones formados y se filtraron a través de una membrana con poro de 0,45 pm. Los niveles relativos
de viriones se cuantificaron determinando la cantidad de la proteina p24 por Western Blot usando el MAb
AG3.0 asi como midiendo la actividad de TR con el sistema de Reverse Transcriptase Assay (Roche
Applied Science) como ya ha descrito en detalle previamente nuestro laboratorio (Affranchino & Gonzalez,
2006; Celma et al., 2004; Manrique et al., 2003).

Por un lado, los sobrenadantes clarificados se utilizaron para llevar a cabo los ensayos de infectividad
de ciclo unico (seccion 7 de Materiales y Métodos), y por otro, para evaluar la capacidad fusogénica y el
tropismo de las glicoproteinas Env (secciones 8 y 9 de Materiales y Métodos, respectivamente).

7. Ensayo de infectividad de ciclo unico

La capacidad infectiva de los pseudovirus llevando las glicoproteinas Env C5, C6 o C88 se de-
termin6 mediante el ensayo de infectividad de ciclo unico utilizando las células indicadoras TZM-bl como
ya ha descripto previamente nuestro laboratorio (Celma et al., 2001; Celma et al., 2004; Manrique et al.,
2001). Las células TZM-bl, derivadas de la linea celular HelLa, expresan altos niveles del receptor CD4
y de los correceptores CCRS y CXCR4, ademas de tener integrado en su genoma el gen lacZ bajo el
control de la region promotora LTR de HIV-1 (Wei et al., 2002).

Para los ensayos de infectividad se utilizaron volumenes de las muestras de pseudovirus contenien-
do cantidades equivalentes de TR y de p24 para infectar las células TZM-bl crecidas en placas de 24
pocillos (4x10* células por pocillo). Luego de la etapa de adsorcién (2-3 horas a 37 °C), se removio el
inoculo viral, y se agrego 1 ml de DMEM-10% suero fetal bovino. A las 48 horas posinfeccion, las células
se fijaron con una solucion de PBS conteniendo 1% formaldehido y 0,2% glutaraldehido a temperatura
ambiente durante 5 minutos. A continuacion, las células fijadas se incubaron a 37 °C por 1 hora con una
solucion conteniendo el sustrato para la B-galactosidasa (4 mM K4Fe(CN)6 ; 2 mM MgCI2 ; 0,4 mg/ml
X-Gal [5-Br-4-ClI-3-Indolil B-D-galactopirandsido] en PBS). La capacidad infectiva de los pseudovirus
se determiné contando al microscopio el nimero total de células azules en cada pocillo y refiriendo el
resultado al numero de células azules obtenido para los viriones llevando la proteina Env de HIV-1, , ..

Todos los ensayos se realizaron por duplicado a partir de por lo menos dos experimentos de trans-
feccion independientes.

8. Ensayo de capacidad fusogénica de las glicoproteinas Env

La capacidad fusogénica de las distintas proteinas Env se evalué aplicando el ensayo de fusién célula-
célula descripto previamente en detalle por nuestro laboratorio (Affranchino & Gonzalez, 2006; Celma et
al., 2004). Las células 293T cotransfectadas con cada uno de los clones env'y el plasmido pNL4-3 env- (ver
seccion 6 de Materiales y Métodos) se recogieron a las 48 horas postransfeccion, se disociaron en PBS
y se agregaron en una proporcion 1:5 a 4x10* células TZM-bl. Luego de incubar los cocultivos durante 48
horas a 37 °C, las células se fijaron y se tifleron como se describe en la seccion 7 de Materiales y Métodos.

La capacidad fusogénica de cada glicoproteina Env se cuantificé contando el nimero de sincicios
(conteniendo 5 nucleos 0 mas) en 20 campos no superpuestos. Se calculé luego el promedio y se multi-
plicé por el total de campos comprendidos en un pocillo. Los datos obtenidos para cada proteina Env se

refirieron al nimero de sincicios obtenido para la glicoproteina Env de HIV-1 , . utilizada como control.
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9. Ensayos de utilizaciéon de correceptor celular

Para determinar si las glicoproteinas Env de HIV-1 utilizan CXCR4 o CCR5 como correceptor para
mediar la entrada viral, se realizaron los ensayos descriptos en la seccion 8 de Materiales y Métodos,
pero, previo al agregado de las células 293T transfectadas, que expresan cada una de las proteinas Env,
las células indicadoras TZM-bl fueron incubadas con un inhibidor especifico de correceptor de entrada
viral durante 30 minutos a 37°C.

Para evaluar el tropismo X4, se utilizé6 13 yM AMD3100 (Sigma-Aldrich), mientras que para identificar
el tropismo R5 de las proteinas Env se utilizé 10 nM maraviroc (gentilmente cedido por la Dra. Aulicino).

10. Andlisis de las secuencias de los genes env

Las secuencias nucleotidicas de los genes env fueron traducidas a las correspondientes secuencias
aminoacidicas utilizando la herramienta de traduccién de ExPASy (ExPASy - Translate tool http://
web.expasy.org/translate/). Asimismo, tanto las secuencias nucleotidicas como aminoacidicas se alinearon
con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994). Ademas, se realiz6 un analisis de los posibles sitios
de N-glicosilacion (motivos Asp-X-Thr/Ser, en donde X puede ser cualquier aminoacido menos prolina),
mediante el programa NetNGlyc.1 (Center for Biological Sequence Analysis (CBS) - Technical University
of Denmark http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). También se utilizo el programa geno2pheno (Max
Planck Institut Informatik (MPII) http://coreceptor.bioinf.mpi-inf. mpg.de/) para predecir la utilizacion de
correceptor celular de cada glicoproteina Env.

RESULTADOS

1. Obtencidn de los genes env a partir de muestras longitudinales de un paciente infectado
verticalmente con HIV-1

Los genes env derivados de muestras longitudinales de un paciente pediatrico infectado verticalmente
con HIV-1 fueron cedidos por la Dra. Aulicino del Laboratorio de Biologia Celular y Retrovirus del Hospital
de Pediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”-CONICET dirigido por la Dra. Luisa Sen. A partir de células
mononucleares totales de las muestras longitudinales de un paciente infectado verticalmente con HIV-1
correspondiente a los 12, 16, y 19 afnos de edad, se obtuvieron las poblaciones virales que fueron prime-
ramente fenotipificadas en la linea celular MT-2 (Rossi et al., 2011). A su vez, utilizando oligonucleétidos
iniciadores especificos (ver Materiales y Métodos), Rossi y colaboradores amplificaron los genes env de
dichas poblaciones virales, los cuales fueron clonados en el vector pCR2.1-TOPO (Rossi et al., 2011). A
partir de la secuencia de los clones moleculares env seleccionados de cada poblacién viral (entre 11y 14
clones), el grupo de investigacion del Hospital Garrahan realiz6 un analisis filogenético (Rossi et al., 2011).

Para este trabajo de Tesina, se seleccionaron tres clones moleculares env: C88, correspondiente
a los 12 anos de edad del paciente, y C5 y C6, correspondientes a la muestra de 19 afios del paciente.
Estos clones moleculares env fueron caracterizados en lo que respecta a las funciones virales mediadas
por la glicoproteina Env; esto es, utilizacion de correceptor celular, actividad fusogénica, y la capacidad
infectiva que las glicoproteinas gp160 confieren a los viriones. En la Figura 7 se resumen las etapas del
estudio realizado.
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Figura 7.
Resumen de los experimentos realizados para la caracterizacion funcional de las glicoproteinas Env C5, C6, y C88.

2. Comparacioén de las secuencias aminoacidicas de cada glicoproteina Env

Como primer paso, se analizaron las secuencias aminoacidicas de los dominios variables y constan-
tes de la subunidad gp120 de las glicoproteinas Env C5, C6 y C88. Como se muestra en la Tabla 1, las
proteinas gp120 C5, C6, y C88 presentan la misma longitud en los dominios C1, C2, C4, C5, V2, V3, y
V4, mientras que la regién V1 es la que exhibe mayor variacion en el numero de residuos al comparar
las secuencias.
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Como segundo paso, se alinearon las regiones V1, V2, V3, y C4 de las gp120 C5, C6, y C88 con los
dominios equivalentes de las cepas de referencia NL4-3 (X4-tropica) y BaL (R5-trépica), ya que estas
regiones son las que intervienen en la unién de la gp120 al correceptor celular. Esta comparacién mostré
que los dominios V2, V3, y C4 exhiben un alto grado de homologia, mientras que la region V1 presenta
mayor diversidad (Fig. 8).

Ne de aminoacidos C5 Co C8a NL4-3 Bal .01

Péptido Seiial 28 28 30 29 29
gp120 478 487 496 481 479
1 101 101 101 101 100

V1 27 33 40 27 32

V2 40 40 40 37 38

Cc2 99 93 99 93 99

V3 32 32 32 36 32

C3 31 52 33 a3 52

V4 30 30 30 34 30

C4 40 40 40 40 42

V3 10 12 13 9 11

C5 45 45 45 45 40

Tabla 1.

Cantidad de residuos aminoacidicos en cada dominio de las proteinas Env.C5, C6, y C88
C1, C2, C3, C4 y C5, dominios constantes de gp120; V1, V2, V3, V4 y V5, dominios variables de gp120.

Por otro lado, teniendo en cuenta el fenotipo de las proteinas Env C5, C6, y C88 respecto de la uti-
lizacién de correceptor celular, determinado experimentalmente (ver punto 4 de Resultados), se alineé
la regién V3 de C5 con la de BaL, y las de C6 y C88 con la de NL4-3 (Fig. 9). Los dominios V3 de C5
y BaL muestran un 89% de similitud (Fig. 9 A), mientras que los de C6 y C88 con el de NL4-3 exhiben
similitudes del 67% y 73%, respectivamente (Fig. 9 B y C). Cabe destacar que es el dominio V3 de la
Env C6 el que mejor se ajusta a la regla “11/24/25” (Cardozo et al., 2007). Resulta interesante sefalar
que, a pesar que las cepas NL4-3 y BaL utilizan diferentes correceptores, sus dominios V3 exhiben un
85% de similitud (Fig. 9 D). En conjunto, estos resultados apoyan el concepto de que es necesario de-
terminar experimentalmente el correceptor que la glicoproteina Env utiliza, y no basarse exclusivamente
en la homologia de secuencia aminoacidica entre la region V3 de la gp120 de un nuevo aislamiento y la
de cepas de referencia con tropismo conocido.
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V1NL4-3 CTDLK--—-——-————————— NDTNTNSSSGRMIMEKGEIKNC

V1Bal CTDLRNA--—-—=—=———— TSRNVTNTTSSSRGMVGG-GEMKNC
V1C5 CTNA---——=———————— GIQNSNDTQSSILKEDP--GAIQNC
v1iceé CTPILN------- NATNNTQTSSTTQSSILKEDP--GAIQNC
v1icss CTNATPILNATHTNATNGTQONSNDTQSSILKEDP--GAIQNC
* % . . * k% * ::**
V2NL4-3 SFNISTSIRGKVQKEYAFFYKLDIIPIDN-DTTSYSLTSC
V2Bal SFNITTGIRGKVQKEYALFYELDIVPIDN-KIDRYRLISC
V2C5 TFNMTTVVKDKQKKVQALFYRLDLVPLNNSSNETYRLIHC
vV2Ce6 TEFNVTTAVRDKQEKEHALFYKLDLVPLSRGSNETFILIHC
v2C88 SFNMTTVVADKQOKVHALFYRLDIVPLNKGSNETYRLIHC
tkk ok ok ok kokk kk ok A
V3NL4-3 CTRPNNNTRKRIRIQRGPGR--FVTIGKIGNMRQAHC
V3Bal CTRPNNNTRKS--INIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC
V3C5 CTRPNNNTRKG--IHIGPGRAFYATDGIIGDIRKAHC
Vv3Cé6 CTRP-NNRRQRR-IHIGPGRSFYTTKSIQGDIRKAYC
Vv3C88 CTRPSNNRRLQR-IHIGPGRAFYTTGSIG-DIRKAYC
kkkk *k*k * *: * % % % :.* ::*:*:*
C4NL4-3 RIKQIINMWQOQKVGKAMYAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGG
C4BaL RIKQIINMWQEVGRAMYAPPIRGQIRCSSNITGLLLTRDGG
C4C5 KIKQIINMWQEVGRAMYAPPIEGNITCNLTITGLLLTRDGG
C4cCeo6 KIKQIVNMWQEVGRAMYAPPIEGNITCNSNITGLLLTRDGG
c4cs8s KIKQIVNMWQEVGRAMYAPPIEGNITCNSNITGLLLTRDGG
:****:****:**:******* *:* *. _***********
Figura 8.

Alineamiento de la secuencias V1, V2, V3 y C4 de las proteinas Env C5, C6 y C88 con las regiones equivalentes de las
cepas NL4-3 (X4-tropica) BaL (R5-tropica).

El simbolo (*) denota las posiciones que poseen un Unico aminoacido altamente conservado, mientras que el simbolo (:) indica
la conservacion de grupos aminoacidos con propiedades muy similares. El simbolo (.) indica la conservacion de grupos de
aminoacidos con baja similitud entre si.
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A.
V3BaL CTRPNNNTRKSINIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC
V3C5 CTRPNNNTRKGIHIGPGRAFYATDGIIGDIRKAHC
khkkkkhkkhkkk ok khhkkkkkkk .k kkkkkk Khk*k
Identidad: 83%
Similitud: 89%
B.
V3NL4-3 CTRPNNNTRKRIRIQRGPGR-FVTIGKIG-NMRQAHC
V3Cé6 CTRPNN--RRQRRIHIGPGRSFYTTKSIQGDIRKAYC
* %k kk*k * - * % *kkkk * * * R A I
Identidad: 58%
Similitud: 67%
C.
V3NL4-3 CTRPNNNTRKRIRIQRGPGR-FVTIGKIGNMRQAHC
Vv3C88 CTRPSNN-RRLQRIHIGPGRAFYTTGSIGDIRKAYC
*kkk *k % * % *kkk * *k * *kk..%k * *
Identidad: 64%
Similitud: 73%
D.
V3BaL CTRPNNNTRKSINI--GPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC
V3NL4-3 CTRPNNNTRKRIRIQRGPGR-FVTIG-KIGNMRQAHC
khkkkkkkkkk *x % kkhkkk * * % k. - kkkkk
Identidad: 79%
Similitud: 85%
Figura 9.
A. Alineamiento de la region V3 de la glicoproteina Env C5 con la de la cepa BaL (R5-trépica)
B. Alineamiento de la region V3 de la glicoproteina Env C6 con la de la cepa NL4-3 (X4-tropica)
C. Alineamiento de la regién V3 de la glicoproteina Env C88 con la de la cepa NL4-3 (X4-tropica)
D. Alineamiento de la region V3 de las glicoproteinas Env de las dos cepas de referencia que exhiben diferente tropismo:

BaL (R5) y NL4-3 (X4).
El simbolo (*) indica aminoacidos idénticos en ambas secuencias, mientras que el simbolo (:) denota aminoacidos similares en
esa posicion.
En rojo, se indican los residuos de caracter basico que se hallan en una o mas de las posiciones que se ajustan a la regla
“11/24/25”. En azul, se indica el residuo de arginina en el dominio V3 de C88 que, en base al alineamiento, podria ajustarse a la
regla “11/24/25”
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Al establecer en las gp120 C5, C6, y C88 el numero de sitios potenciales de N-glicosilacién de (Tabla
2), se observé que solamente la gp120 de C6 presenta dos sitios menos que el resto de las glicoproteinas
Env, incluyendo las de referencia.

Namero de sitios potenciales
Glicoproteina -

Env

de N-glicosilacion en la
subunidad gp120

C5 23
Cb 21
C88 23
MNL4-3 23
Bal.01 23

Tabla 2.

Determinacion del numero de sitios potenciales de N-glicosilacion de las subunidades gp120 de las glicoproteinas
Env C5, C6, y C88.

La secuencia consenso para un sitio de N-glicosilacion es NXS/TX, donde N es asparagina, X es cualquier aminoacido excepto
prolina, y la tercer posicién, debe corresponder a una serina o a un residuo de treonina.

3. Andlisis de la expresion y procesamiento de las glicoproteinas Env C5, C6 y C88

Para analizar la biosintesis, el procesamiento y el transporte a la membrana plasmatica de las gli-
coproteinas Env derivadas de las muestras del paciente, los genes env C5, C6, y C88 fueron clonados
en el vector de expresion eucariota pcDNA3.1 como se describe en Materiales y Métodos, ya que este
plasmido lleva tanto las secuencias del promotor del citomegalovirus humano como las del promotor
para la ARN polimerasa del fago T7 (Fig. 6). Los plasmidos generados, pcDNA-C5env, pcDNA-C6env, y
pcDNA-C88env, fueron utilizados para transfectar células COS-7L, previamente infectadas con el virus
vaccinia expresando la ARN polimerasa del fago T7. El plasmido codificando para la glicoproteina Env
de HIV-1 , , (construido en nuestro laboratorio) fue utilizado como control (Celma et al., 2001; Manrique
etal., 2001).

Alas 30 horas postransfeccion, las células se lisaron y los sobrenadantes de los cultivos se clarificaron
por filtracién a través de membranas con poro de 0,45 pm. En primer lugar, la presencia de Env en los
lisados celulares se analizé por Western blot utilizando el MAb 2F5 dirigido contra el ectodominio de gp41.
Como se muestra en la Figura 10 A (panel superior), el precursor gp160 de las glicoproteinas Env C5,
C6, y C88 se expresaron en niveles comparables a los del precursor Env de HIV-1, , .. La deteccion de
la subunidad gp41 demostré que los precursores gp160 C5, C6, y C88 se procesan eficientemente (Fig.
10 A, panel inferior).

Asimismo, se investigd la presencia de la subunidad gp120 en los sobrenadantes de los cultivos
como medida no solo del transporte de las proteinas Env a la membrana plasmatica sino también de la
estabilidad de los complejos gp120-gp41 en la superficie celular. La utilidad de este tipo de analisis ya ha
sido reportado por nuestro laboratorio (Affranchino & Gonzalez, 2006; Celma et al., 2001; Manrique et al.,
2001). Los niveles de las subunidades gp120 de los clones C5, C6, y C88 en los sobrenadantes fueron
similares a los de NL4-3 (Fig. 10 B), lo que sugiere que las subunidades gp120 de las glicoproteinas Env
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estudiadas se disocian del complejo gp120-gp41 en un grado comparable al de la proteina Env de NL4-3.
Dado que los niveles de la subunidad gp41 de la glicoproteina Env C88 son inferiores a los esperados
teniendo en cuenta los detectados para el precursor gp160 (Fig. 10 A) y para la subunidad gp120 (Fig.
10 B), se puede especular que la gp41 de este clon molecular exhibe cierto grado de inestabilidad.

A " B n

b % " )
170— 130—
«gp160 «—gp120
100— 106
sobrenadantes
20— anti-rgp140

40—

40 !.'4 «—gp41

lisados celulares
MAD anti-gp41 2F5

Figura 10.

Analisis de la biosintesis y procesamiento de las glicoproteinas Env.

Células COS-7L, previamiente infectadas con el virus vaccinia expresando la ARN polimerasa del fago T7, fueron transfectadas
con los plasmidos pcDNA llevando los genes env de HIV-1 , ., C5, C6, o C88 como se describe en Materiales y Métodos. A las
30 h postransfeccion, las células se lisaron y los niveles de expresion y procesamiento de las proteinas Env se determinaron

por Western blot utilizando el MAb 2F5 dirigido contra el ectodominio de gp41 (A). La presencia de la subunidad gp120 en los
medios de cultivo de las células transfectadas se analizé por Western blot con un anticuerpo policlonal especifico de Env (B). Se
indican las movilidades electroforéticas relativas del precursor Env gp160, de las subunidades gp120 y gp41, asi como las de los
marcadores de peso molecular.

4. Determinacion de la utilizaciéon de correceptor celular

La interaccion de la glicoproteina Env con el correceptor celular CCR5 o CXCR4 define el tropismo
de HIV-1. En base al criterio de utilizacion de correceptor, los virus que se unen a CCR5 para entrar a
sus células blanco son denominados R5, mientras que aquéllos que utilizan el correceptor CXCR4 son
clasificados como virus X4. Se han reportado también virus R5X4 duales, que son capaces de utilizar
ambos correceptores (Berger, 1998)..

Para determinar el tropismo de las proteinas Env C5, C6, y C88, se evalud la capacidad de los an-
tagonistas de los correceptores CXCR4 y CCR5 (AMD3100 y maraviroc, respectivamente) de inhibir la
actividad fusogénica de dichas glicoproteinas. Para ello, nos basamos en los ensayos de fusién célula-
célula que utilizamos de manera rutinaria en el laboratorio para evaluar la capacidad fusogénica de di-
ferentes glicoproteinas Env de SIV (Affranchino & Gonzalez, 2006; Celma et al., 2004) y de FIV (Celma
et al., 2007; Gonzalez et al., 2012). Como primer paso, la glicoproteina Env cuya actividad bioldgica se
desea analizar es coexpresada junto con la proteina Tat de HIV-1 en células 293T, y luego, una fraccion
de dichas células se agrega a cultivos de células TZM-bl. Las células indicadoras TZM-bl derivan de la
linea celular Hela, y, ademas de expresar altos niveles de CD4, CXCR4 y CCRS, llevan en su genoma
el gen lacZ bajo el control del promotor LTR de HIV-1 (Wei et al., 2002). Si la glicoproteina Env presente
en la superficie de las células 293T es capaz de unirse al complejo receptor-correceptor de las células
TZM-bl y mediar la fusién de las membranas celulares, se generaran sincicios que resultaran de la fusion
de las células 293T con las TZM-bl. La proteina Tat originalmente presente en las células 293T se unira a
la regién LTR de HIV-1 de las células indicadoras, lo que resultara en la expresion de la B-galactosidasa,
cuya actividad es luego detectada por tincion con el sustrato cromogénico X-Gal (Affranchino & Gonzalez,
2006; Celma et al., 2004).
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En los experimentos realizados, las células 293T coexpresando el ADN proviral HIV-1, , .env-y las
glicoproteinas Env C5, C6, C88, o las de referencia NL4-3 y Bal, se agregaron a las células indicadoras
TZM-bl previamente tratadas con AMD3100 o maraviroc. Como control positivo y para evaluar la capa-
cidad fusogénica de las glicoproteinas Env estudiadas, se realizaron en paralelo los mismos ensayos
pero en ausencia de los antagonistas. A las 48 horas, los cocultivos se fijaron y se tifieron con el sustrato
cromogénico X-Gal. Finalmente, se contd el numero total de sincicios azules obtenido en presencia de
AMD3100 o de maraviroc refiriéndolo al nimero total obtenido en ausencia de los antagonistas. La Figura
11 muestra un ejemplo de los sincicios que se visualizaron al realizar los ensayos, los cuales permiten
evaluar de manera inequivoca la actividad fusogénica de las glicoproteinas Env de los aislamientos de
HIV-1. La Tabla 3 resume los resultados obtenidos al evaluar la utilizacion de correceptor celular: la fusion
célula-célula mediada por las glicoproteinas Env C6 y C88 fue inhibida por AMD3100; en cambio, el com-
puesto maraviroc bloqueé la capacidad de la proteina Env C5 de formar sincicios. Esos datos permitieron
concluir que las proteinas C6 y C88 son X4-tropicas, mientras que la proteina Env C5 es R5-tropica.

Figura 11.

Visualizacién al microscopio optico de los sincicios resultantes de los ensayos de infectividad de ciclo unico y de
capacidad fusogénica de las glicoproteinas Env.

Se muestran ejemplos de los sincicios que se observaron al microscopio optico (400 x) al realizar los ensayos de infectividad de
ciclo unico y de capacidad fusogénica. Estos estudios permitieron evaluar la actividad biolégica de las glicoproteinas Env de los
aislamientos de HIV-1.

Inhibicion de la fusion célula-célula en

Glicoproteina Env presencia de los antagonistas Tropismo
AMD3100 Maraviroc
MNL4-3 + - X4
Ch - + R5
C6 - - X4
C88 + - X4
BalL - + R5

Tabla 3.

Determinacion in vitro de la utilizacion de correceptor celular. El tropismo de cada una de las glicoproteinas Env se
establecié en base a la capacidad de los antagonistas de inhibir la actividad fusogénica de las mismas como se describe en
Materiales y Métodos.

+, el agregado del antagonista (AMD3100 o maraviroc) inhibié >90% el nimero de sincicios con respecto a los ensayos
realizados en ausencia del mismo.

-, el numero de sincicios obtenido en presencia del antagonsita (AMD3100 o maraviroc) fue similar al obtenido en ausencia del
mismo.
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Resulta interesante comparar los resultados obtenidos a partir de los ensayos funcionales (Tabla 3)
para la identificacion del correceptor celular que utiliza la gp120 de los aislamientos de HIV-1 con la in-
formacién que proveen los programas informaticos que se utilizan para predecir el correceptor utilizado.
Para ello se aplicé el programa geno2pheno (ver Materiales y Métodos) el cual, en base a la secuencia
aminoacidica del dominio V3 de Env, proporciona la probabilidad de exhibir fenotipo X4. Se fija un valor
de 1% para el parametro False Positive Rate (FPR), de manera que si el FPR calculado por el programa
para una dada secuencia V3 se aparta significativamente del 1%, el geno2pheno predice que es poco
probable que esa glicoproteina Env exhiba fenotipo X4. Utilizando esta herramienta informéatica, obser-
vamos que tanto la glicoproteina Env C6 (Fig. 12) como la de la cepa patron NL4-3 (Fig. 13), exhiben
un FPR menor al 1%, lo que sugiere que ambas proteinas son X4-trépicas. En cambio, el dominio V3 de
C88 presenta un FPR de 1,7%, el cual no es muy superior al valor de 1% fijado (Fig. 14). En este caso,
si bien el programa geno2pheno predice que C88 utilizaria CCR5 como correceptor, el FPR obtenido no
es lo suficientemente elevado como para aseverar inequivocamente el tropismo de esta glicoproteina.
De hecho, experimentalmente, la union de la gp120 C88 a las células TZM-bl fue inhibida por AMD3100
y no por maraviroc, indicando que la proteina Env C88 es X4-tropica (Tabla 3). En el caso de la glicopro-
teina C5, el FPR obtenido es del 10% (Fig. 15), lo que predice que esta proteina utilizaria a CCR5 como
correceptor. Este dato concuerda con nuestros resultados experimentales (Tabla 3). Resulta interesante
destacar que al aplicar el programa geno2pheno al dominio V3 de la gp120 de la cepa de referencia BaL, el
FPR obtenido fue del 44,4% (Fig. 16). Este valor de FPR, que es muy superior al valor fijado de 1%, indica
que la probabilidad de que BaL utilice a CCR5 es muy elevada. En conjunto, estos resultados muestran
que si bien programas tales como el geno2pheno son de utilidad para predecir inicialmente el correceptor
celular utilizado, son los ensayos funcionales los que identifican inequivocamente el tropismo viral.
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geno2Zpheno®

Corecepior usage prediciion from genotype (version 2.5)

I. General information

Patient Siudy Id:

Birth date: Viral load:

Sample received: Sample collecied:

Sample IDs: Vace Predicted V3-subtype: B
Sample type: Report date:

Physician: Reported by:

Il. Addiional chinical parameters used for the predichons:

Mo clinical parameters given

1. Aligreed V3 region

WWCTRPHHHTEHS IHIGPGRAFYTTGEI IGDIRQAHC
Querr CTRPNNRROQRR IHIGPGREFYTTKS IQGDIRKAYC

. Coreceplor prediction

Model FPR Remarks
Clonal 0.5%  The 11/25 rule would predict

this sequence as an X4-vinus,

The significance level was set to: 1% false positive rate

Figura 12.
Prediccion del correceptor celular utilizado por la glicoproteina Env C6 utilizando el programa geno2pheno.
FPR, False Positive Rate.
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geno2pheno®

Corecepior usage predicion from genotype (wersion 2.5)

I. General information

Patient Study d:

Birth date: Viral load:

Sample received: Sample collected:

Sample IDs: V3ANL4-3 Predicted V3-subtype: B
Sample type: Report date:

Physician: Reported by:

Il. Addibonal crmical parameters used for the predichons:

Mo clinical parameters given

I, Algreed W3 regicon

CMI{EUCTRFHHHTEHS IHI - -GPGRAFYTTGE | IGD IRQAHC
5 B
Gueryy CTRPNMNNTRERIRIQGRGPGR-FVYTIGK | -GNMRQAHC

. Corecepior prediction

Model FPR Remarks
Clonal %  The 1125 rule would predict

this sequence a5 an X4-vinus.

The significance level was set to: 1% false positive rate

Figura 13.
Prediccion del correceptor celular utilizado por la glicoproteina Env NL-43 (cepa control X4) utilizando el programa
geno2pheno.
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genoZpheno®

Corecepior usage prediction from genotype (version 2.5)

|. General information

Patient: Study Id:

Birth date: ‘firal load:

Sample received: Sample collected:

Sample IDs: Vaces Predicted V3-sublype: B
Sample type: Report date:

Physician: Reported by:

Il. Additional dinical parameters wsed for the predictions:

Mo clinical parameters given

1. Adigned V3 region

CuﬁﬁuEuGTHPHMNT-HKSIHIGPGRAF‘I'TTEEI I GDIRAAHC
5B
CQuery, CTRPSNNRRLQRIHIGPGRAFYTTGS 1 -GDIRKAYCG

V. Coreceptor prediction

Model Frediction FPR Remarks
Clonal IO HE CORB-Corecepton CanBEUSEANII '™  The 11725 rue wouid predict

this sequence as an X4-vinus.

The significance level was set to: 1% false positive rate

Figura 14.
Prediccion del correceptor celular utilizado por la glicoproteina Env C88 utilizando el programa geno2pheno.

32



Tesinas Caracterizacion funcional de glicoproteinas de envoltura provenientes de aislamientos de HIV-1 de un paciente infectado por transmision vertical

genoZ2pheno®

Corecepior usage prediction from genoiype (wersion 2.5)

I. General inforrmation
Patient Study Id:
Birth date: \firal load:
Sample received: Samplke collected:
Sample 1Ds: WVacs Predected V3i-subtyps: B
Sample type: Report date:
Physician: Repored by:

Il. Addeonal clinical parameters used for the predichions:

Mo clinical parameters given

M. Adigned V3 region

Conmensu CTRPNNNTRES IHIGPGRAFYTTGE |l IGDIRQAHC
5B
GQueryy CTRPHNNTREKGIHIGPGRAFYATDGI IGDIRKAHC

V. Coreceptor prediction

Moda FPR Remarks
| Clonal *'U—“ﬁ

The significance level was sef to: 1% false positive rate

Figura 15.
Prediccion del correceptor celular utilizado por la glicoproteina Env C5 utilizando el programa geno2pheno.
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genoZpheno®

Coreceptor usage prediction from genotype (version 2.5)

|. General information

Patient Study Id:

Birth date: \iral load:

Sample received: Sample collected:

Sample IDs: ViBal Predicted V3-subtype: B
Sample type: Report date;

Physician: Repored by:

Il. Additional clinseal paramelers used for the predichions:

Mo clinical parameters given

Il Aligned V3 region
[.‘-:rrssrmCTFtPHMNTF!KSIHIGF'GH:AF‘r'TTGEI IGDIRQAHC
5 B
Query: CTRPNMNTRESINIGPGRAFYTTGEI IGDIRQAHC

V. Coreceptor prediction

Model Prediction FPFR Remarks
Clonal A4.4%

The significance level was set to: 1% false positive rate

Figura 16.
Prediccion del correceptor celular utilizado por la glicoproteina Env BaL (cepa control R5) el programa geno2pheno.

5. Capacidad infectiva de pseudovirus llevando las glicoproteinas Env

Para analizar y comparar la capacidad infectiva que cada glicoproteina Env confiere a las par-
ticulas de HIV-1 se realizaron ensayos de infectividad de ciclo unico como ya hemos descripto (Celma
et al., 2001; Manrique et al., 2001). Para ello, se generaron pseudovirus llevando en su superficie las
proteinas Env C5, C6 o C88 cotransfectando células 293T con el ADN proviral de HIV-1 defectivo en el
gen env (pNL4-3env) y con cada uno de los plasmidos que expresan los clones env de los aislamientos
del paciente. En paralelo, se realizé una cotransfeccion con el vector que dirige la sintesis de la protei-
na Env de HIV-1 , .. Alas 48 horas postransfeccion, los sobrenadantes de los cultivos conteniendo los
pseudovirus, normalizados tanto por actividad de TR como por concentracion de la proteina p24, fueron
utilizados para infectar las células indicadoras TZM-bl que luego se fijaron y tifieron con X-Gal, como se
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describe en Materiales y Métodos. La infectividad de los pseudovirus se determiné contando el nimero
total de células azules al microscopio 6ptico y refiriendo estos valores a los obtenidos con el pseudovirus
llevando la proteina Env de HIV-1, , ., (Fig. 17). En estas condiciones se obtuvieron 5.012 + 323 células
azules/ml de sobrenadante conteniendo pseudovirus llevando la proteina Env de HIV-1 , ..

Los resultados obtenidos indican que la glicoproteina Env C5 es la que confiere a los viriones el mayor
grado de infectividad. En efecto, los virus llevando la proteina Env C5 exhiben una infectividad que repre-
senta un 67,2 + 5,4% respecto de la infectividad conferida por la proteina Env de HIV-1 , , considerada
como 100% (Fig. 17). En cambio, las capacidades infectivas de las proteinas Env C88 y C6 son 16,9 +
3,2% y 13 = 0,5%, respectivamente, al compararlas con la de la glicoproteina Env de NL4-3 (Fig. 17).

100

a0

60

40

20

Infectividad relativa (% Enwnisaz)

NL4-3 C5 Ce C88

Figura 17.
Anadlisis de la capacidad de las glicoproteinas Env C5, C6 y C88 de mediar la entrada viral utilizando ensayos de

infectividad de ciclo unico.

Células 293T fueron transfectadas con el ADN proviral defectivo pNL4-3env- junto con el plasmido que codifica para la
glicoproteina Env,, ,, 0 con cada uno de los vectores que dirigen la expresion de las tres glicoproteinas Env del paciente
(pcDNA-C5env; pcDNA-C6env; o pcDNA-C88env). A las 48 horas postransfeccion, los sobrenadantes de los cultivos
conteniendo los pseudovirus, normalizados tanto por actividad de TR como por niveles de la proteina p24, fueron utilizados

para infectar las células indicadoras TZM-bl como se explica en Materiales y Métodos. A los dos dias posinfeccion, las células

se fijaron y se tifieron con el sustrato cromogénico X-Gal para luego contar el numero total de células azules al microscopio
optico. La infectividad de los pseudovirus fue determinada contando el numero total de células azules obtenido con cada gen env
estudiado, y refieriendolo al obtenido con los pseudovirus llevando la glicoproteina Env,, , (considerado como 100%). Los datos
representan el promedio + la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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DISCUSION

La transmisién de HIV-1 de madre a hijo es la via primaria de infeccion pediatrica (WHO, 2012a,
2012b). A nivel global, mas del 50% de los individuos infectados con HIV-1 son mujeres en edad fértil
(WHO, 2012a). En ausencia de intervencion terapéutica, HIV-1 es transmitido a mas de un tercio de los
nifios que nacen de madres infectadas. El curso de la infeccién por HIV-1 en nifios es diferente al de los
adultos, no sélo en lo que respecta a los sintomas y signos clinicos, sino particularmente en lo que se
refiere al tiempo de latencia hasta la progresion al SIDA (Chakraborty, 2005). Sin embargo, tal como ocurre
en la infeccién por HIV-1 en adultos, la aparicion de variantes X4 en nifios infectados esta asociada con
la progresion de la enfermedad, pero es probable que esto no sea un factor causal dado que la mayoria
de los nifios infectados con HIV-1 que progresan rapidamente hacia la enfermedad presentan virus con
fenotipo R5 (Chakraborty, 2005; Tiemessen & Kuhn, 2006).

El alto grado de variabilidad genética que exhibe el gen env de HIV-1 tiene un impacto directo sobre
la estructura, las funciones bioldgicas, y la inmunogenicidad de gp160, lo cual representa un gran desafio
en el campo del desarrollo de agentes antirretrovirales dirigidos a bloquear la entrada viral y en el del
disefo de vacunas.

La Organizacion Mundial de la Salud y los Institutos Nacionales de Salud de los EE.UU. (NIH) reco-
miendan actualmente que la evaluacion no solo de vacunas sino también de compuestos inhibidores
de la entrada viral se realice sobre un panel de referencia de pseudoviriones llevando en su superficie
las glicoproteinas Env correspondientes a poblaciones de HIV-1 genética y geograficamente diversas.
De esta forma, se contara con un panel de genes env que representen diferentes subtipos y genotipos
(Seaman et al., 2010).

Recientemente, nuestro grupo recibié del Laboratorio de Biologia Celular y Retrovirus del Hospital de
Pediatria Dr. Juan P. Garrahan una serie de genes env obtenidos de muestras de un paciente infectado
con HIV-1 por transmisién vertical (Rossi et al., 2011).

Para este trabajo de Tesina se seleccionaron tres genes env correspondientes a los 12 afos (gen
C88) y a los 19 afios (genes C5 y C6) de edad del paciente con el objeto de investigar las propiedades
biolégicas de las glicoproteinas Env codificadas por estos genes. Para ello, se aproveché la amplia ex-
periencia de nuestro laboratorio en el estudio de las glicoproteinas retrovirales (para una revisién de los
aportes de nuestro laboratorio a este tema, ver Affranchino & Gonzalez, 2014). Cabe sefialar que no se
han estudiado aun funcionalmente las proteinas Env de las variantes virales que prevalecen en los nifios
infectados por HIV-1 en la Argentina. Habitualmente, se trabaja con muestras del paciente que consisten
en una mezcla heterogénea de poblaciones virales en lugar de generar clones virales moleculares que
representen a cada una de esas poblaciones o de clonar los diferentes genes env caracteristicos de cada
poblacién viral. En este sentido, la caracterizacién detallada realizada en esta Tesina de las propiedades
bioldgicas de las glicoproteinas Env codificadas por los genes env clonados a partir de muestras de un
paciente representa un primer paso para la construccion en la Argentina de un panel funcional de genes
envde HIV-1. Este panel sera de gran utilidad para la evaluacién de la eficacia de compuestos inhibidores
de la entrada viral y de anticuerpos monoclonales especificos de Env con amplia capacidad neutralizante
que se estan desarrollando actualmente.

En primer lugar, establecimos que en cultivos celulares las glicoproteinas gp160 C5, C6 y C88 se
expresan y procesan eficientemente en las subunidades gp120 y gp41. Ademas, encontramos que los
complejos gp120-gp41 de C5, C6 y C88 presentes en la superficie celular muestran una estabilidad similar
aladelacepa NL4-3. Observamos, sin embargo, menores niveles intracelulares de la gp41 de C88, lo cual
sugiere que esta subunidad exhibe un mayor grado de inestabilidad que el resto de las gp41 estudiadas.

Dado que la glicoproteina Env determina el tropismo de HIV-1 e influencia la patogénesis viral, identi-
ficamos luego el correceptor utilizado por cada una de las glicoproteinas Env derivadas de las muestras
del paciente. Utilizando ensayos de fusion célula-célula en presencia de inhibidores especificos de la
unién de la gp120 de HIV-1 a CCR5 o0 a CXCR4 pudimos establecer que mientras que la proteina C5 es
R5-trépica, las glicoproteinas C6 y C88 emplean a CXCR4 como correceptor.

La importancia de los ensayos funcionales realizados para identificar el correceptor celular utilizado
por las glicoproteinas de los virus del paciente se pone de manifiesto por el hecho de que uno de los
programas informaticos mas empleado para predecir el correceptor celular dio un resultado ambiguo para
C88. En efecto, por un lado, sugeria que la glicoproteina C88 exhibe una mayor probabilidad de utilizar
CCR5 (aunque muy inferior a la de la cepa de referencia R5 Bal), pero por otro lado, indicaba que su
region V3 se ajustaria a la regla “11/24/25” la cual es indicativa de fenotipo X4. Esta divergencia entre
lo inequivocamente demostrado por métodos experimentales y lo sugerido por programas informaticos
puede deberse a que estos ultimos solo tienen en cuenta la secuencia aminoacidica del dominio V3 de
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gp120 y no la contribucién de otras regiones de la proteina que pueden ejercer influencia sobre el proceso
de entrada viral tales como V1, V2 y C4.

Finalmente, determinamos la capacidad de las glicoproteinas Env C5, C6 y C88 de conferir capacidad
infectiva a viriones de HIV-1 defectivos en el gen env. Estos experimentos de infectividad de ciclo unico
demostraron que mientras que la glicoproteina C5 media la entrada viral con una eficiencia cercana al
70% respecto de la proteina Env de la cepa de referencia NL4-3, las proteinas C6 y C88 confieren a las
particulas virales una infectividad menor al 20%. Estas diferencias pueden deberse a que la glicoproteina
C5 se incorpora a la particula viral con mayor eficiencia que la C6 o C88, lo que resulta en viriones que
presentan en su superficie un mayor nimero de moléculas de Eny, facilitandose asi el proceso de entrada
viral. En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que la incorporacion de la glicoproteina Env a los
viriones resulta de una interaccion especifica entre el dominio MA de Gag y la regién citoplasmatica de
gp41 (Affranchino & Gonzalez, 2014; Celma et al., 2001; Manrique et al., 2001, 2003, 2008). Por lo tanto,
se puede especular que el dominio citoplasmatico de la gp41 de C5 podria contener motivos aminoaci-
dicos que facilitan la asociacion de Env con las particulas virales que resultan del ensamblado de Gag.
Alternativamente, la gp120 de C5 podria exhibir mayor afinidad o estabilidad de unién a CCR5 que la que
presentan C6 y C88 por CXCR4.

En sintesis, hemos realizado la caracterizacién de las propiedades bioldgicas de tres glicoproteinas
Env derivadas de muestras de un paciente infectado con HIV-1 por transmision vertical. Esta es la primera
vez que se describe en la Argentina un estudio de estas caracteristicas utilizando genes env provenientes
de poblaciones de HIV-1 de un paciente que fueron clonados en un plasmido que permitié la expresion
y el analisis fenotipico de las diferentes glicoproteinas virales. Por otro lado, demostramos que mediante
ensayos de fusién célula-célula y de infectividad de ciclo unico se logra identificar el correceptor utilizado
por el virus y determinar su capacidad infectiva.

Si bien resta todavia analizar varios genes env de HIV-1 obtenidos de muestras del paciente, nuestra
intencion es promover que este tipo de estudio se extienda a los laboratorios que realizan investigacion
sobre HIV-1 en la Argentina de manera que se concrete la creacién de un panel de referencia de las
glicoproteinas Env de las poblaciones de HIV-1 que circulan en nuestro pais.
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