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Resumen

Desde el inicio de la epidemia del virus de inmunodeficiencia humana (HIV-1, del inglés
human immunodeficiency virus type 1), aproximadamente 75 millones de personas
contrajeron la infeccion y 32 millones murieron por causas asociadas a la misma. En 1997,
con el advenimiento de la terapia antirretroviral combinada (TARVc) contra el HIV-1, se logré
por primera vez controlar significativamente y de forma sostenida la replicacion del virus,
llevando sus niveles en plasma a valores inferiores al limite de deteccion de los ensayos
moleculares disponibles. A este hecho se suma que entre 2005 y 2010 se reunié evidencia
suficiente para demostrar que el inicio temprano del TARVc mejora considerablemente la
morbi-mortalidad de las personas que viven con HIV-1. No obstante estos grandes avances,
la erradicacion del HIV-1 aun no se ha logrado. Esto se debe principalmente a que luego de
la infeccidon, el virus se establece muy tempranamente en células de larga vida,
principalmente células T CD4* de memoria, y puede permanecer indefinidamente en un
estado de silenciamiento, evadiendo su reconocimiento por parte del sistema inmune y de
las drogas antirretrovirales. Estas células que albergan variantes latentes, pero funcionales
del HIV-1, se denominan reservorios virales, y constituyen una fraccion muy pequena del
total de células infectadas, la cual se estima que es <7% (~ 1 célula T CD4* en
reposo/millon). Dentro de este contexto, se planteé como objetivo general del presente
trabajo determinar la dinamica de establecimiento y mantenimiento del reservorio del HIV-1
en nifias, nifios y adolescentes que contrajeron la infeccion por transmision vertical.
Asimismo, se plantedé determinar, en dicha poblacién, el impacto del tiempo de inicio de
tratamiento y de la supresion viral (SV) en el establecimiento y mantenimiento del reservorio.
Para ello, en primer lugar, se desarrollaron y validaron 3 ensayos para la cuantificacion de
diferentes marcadores moleculares del tamafio del reservorio viral -copias de genoma de
ADN de HIV-1 (ADN-HIV total), circulos de 2-LTR (forma episomal de HIV-1) y ARN
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intracelular de HIV-1 (ARN-HIV) no procesado- en células mononucleares totales (CMT).
Estos ensayos mostraron una elevada sensibilidad (3 a 7 copias/reaccion) y reproducibilidad
(desvio estandar inter-ensayo <0,9), ademas de una capacidad de deteccion del virus del
94,4% (68/72) en muestras de pacientes HIV-positivos, y del 92,9% (39/42) en aquellas
muestras donde la carga viral plasmatica (CVp) fue inferior al limite de cuantificacion de los
ensayos comerciales. En cuanto a la dinamica del tamafo del reservorio viral bajo TARVc
efectivo (o SV), se hallé una caida significativa del nivel de ADN-HIV total durante los
primeros dos afios de SV (p<0,001), con un clara tendencia hacia un mayor decaimiento en
aquellos pacientes que alcanzaron la SV tempranamente (pendiente igual a -0,68 vs -0,33 y
-0,29 log1o copias/millén de CMT en pacientes con inicio de SV <1,5 afios vs >1,5 - 5 afos
y >5 afios, respectivamente). Luego de los dos afios de SV el ADN-HIV total alcanz6 un
estado de equilibrio y permanecié constante, independientemente de |la edad de inicio de la
SV. Esta dinamica no se vio afectada por la edad de inicio de TARVc, en contra de lo
esperado, pero justificada en buena parte por el hecho de que un inicio temprano no
necesariamente va acompafado de una buena adherencia, y por ende de una SV temprana.
Finalmente, en la busqueda de mecanismos de persistencia del reservorio de HIV-1 en
circulacion, no se encontraron evidencias de evolucion viral, ni de trazas de intermediarios
de replicacion viral (circulos de 2-LTR) durante 6 a 15 afios de SV, en pacientes que
alcanzaron dicha SV antes del afio de vida. Sumado a ello se encontrd que una proporciéon
mayoritaria de las variantes virales en SV (>70%) estaba presente previo al inicio del TARVc
(6 a 15 anos antes). Estos resultados sugieren que la proliferacion de las células infectadas
previo al inicio del TARVc -fendmeno de expansion clonal- es el principal mecanismo de
mantenimiento del reservorio del HIV-1.

Los resultados del presente trabajo de tesis aportan una mayor comprension de los
mecanismos Y la dindamica de persistencia del reservorio en la infeccidn perinatal por HIV-1,
los cuales resultan relevantes para avanzar en la busqueda de los factores determinantes
del éxito de la remision virologica en ausencia de TARVc y la investigacion de enfoques

tendientes hacia la cura del HIV-1.
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1. INTRODUCCION



1.1. Origen del HIV/sida

El 5 de junio de 1981 el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades
(CDC por sus siglas en inglés) de Estados Unidos publico un articulo en Morbidity and
Mortality Weekly Report [1], en el cual se describieron casos raros de infecciones
pulmonares por Pneumocystis carinii en 5 jovenes de sexo masculino, homosexuales, en
los Angeles (EE.UU.). En todos los jovenes se observaron otras infecciones inusuales,
que dieron cuenta de una disfuncion progresiva e irreversible de la inmunidad celular y,
que, en ultimo término, condujo a la muerte de todos ellos. Este fue el primer reporte
oficial de aquello que mas adelante se conoci6 como la epidemia del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (sida). En los dias siguientes, surgieron reportes de formas
inusuales de cancer, sarcoma de Kaposi, y otras infecciones oportunistas en varones
homosexuales! [2], donde el sarcoma de Kaposi al igual que la pulmonia por
Pneumocystis carinii, se encuentran asociados a personas con inmunosupresion severa.
En diciembre de ese mismo afo, 5 nifas y nifios fueron atendidos en el Albert Einstein
Medical College en Nueva York (EE.UU.) por signos de inmunodeficiencia severa y
Pneumocystis carinii. Tres de los nifios eran hijos de madres usuarias de drogas y/o
trabajadoras sexuales. En total, para finales de diciembre de 1981 se reportaron 337
casos de personas con inmunodeficiencia severa, de los cuales 321 eran adolescentes y
adultos, mientras que 16 eran personas menores de 13 afios, y para entonces 130 habian

muerto [3].

A mediados de 1983 la Dra. Barré-Sinoussi y el Dr. Luc Montagnier del Instituto
Pasteur de Francia aislaron un retrovirus que denominaron Lymphadenopathy
Associated Virus [4], a partir de tejido linfoide de un varon homosexual con sida.
Simultaneamente, el Dr. Gallo, perteneciente a la escuela de medicina de la Universidad
de Maryland (EE.UU.) determin6 que un retrovirus, por aquel entonces de la familia de
los virus linfotropicos de células T humanas (HTLV por sus siglas en inglés) y
denominado HTLV-III, era la principal causa de los casos de sida que se estaban

observando en los EE.UU. [5,6]. Estos trabajos fueron los primeros en identificar a lo

' Es muy posible que esta poblacion también haya estado conformada por travestis,
transexuales y transgéneros, cuya reconocimiento para esa época era sumamente
reducido.



que hoy se denomina virus de inmunodeficiencia humana (HIV por sus siglas en inglés)

como el agente causal del sida.

En Argentina, los primeros casos de HIV se conocieron en 1982, muchos de ellos
se concentraron en la Academia Nacional de Medicina y el Hospital Dr. Juan A.
Fernandez de la Ciudad de Buenos Aires [7] y correspondian a personas que consumian
drogas inyectables, hombres que tenian relaciones sexuales con hombres' y hemofilicos

[8,9] que habrian adquirido la infeccién en EE.UU.

A finales de la década del 1990, distintos grupos de investigadores establecieron
que las primeras infecciones con el HIV en seres humanos provinieron de primates
infectados con el virus de la inmunodeficiencia del simio (SIV por sus siglas en inglés,
con un sufijo para denotar la especie de origen) en Africa subsahariana a comienzos del
siglo XX [10-12]. Estas transmisiones, especificamente, por el chimpancés y sooty
mangabeys dieron origen al HIV de tipo 1 (HIV-1) [13] y tipo 2 (HIV-2) [14],
respectivamente. Diversos estudios filogenéticos han permitido establecer que han
ocurrido varias introducciones individuales de SIVp, desde chimpancés a la poblacion
humana [11]. Como resultado de estos eventos zoondticos, se dio origen a cuatro grupos
de HIV-1 genéticamente diferenciados: M, O, N y P [15]. Pero de estos cuatro, el grupo
M es el principal responsable de la pandemia mundial. Como consecuencia de la vasta
diversidad de HIV-1, el grupo M presenta nueve subtipos (denominados A, B, C, D, F,
G, H, J y K) y més de 100 formas recombinantes circulantes (CRF por sus siglas en

inglés) reportadas [16].

Para el afio 2008, los Dres. Barré-Sinoussi y Montagnier, fueron distinguidos con
el premio Nobel de Medicina por haber configurado su hallazgo inicial, uno de los

primeros pasos trascendentales en el estudio del HIV.

1.2. Epidemiologia del HIV/sida

1.2.1. Mundial

De acuerdo al ultimo reporte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
[17], en 2018 se produjeron 1,7 millones (1,4 millones—2,3 millones) de nuevas

infecciones por el HIV-1 (ver Figura 1.1A). Esto significé un descenso del 39% desde



el afio 2000, que fue el punto de estabilizacion del mayor pico de nuevas infecciones. Es
importante destacar que, en este mismo periodo el numero de nuevas infecciones por el
HIV-1 en nifios, nifias y adolescentes (0 a 14 afios) descendi6 desde 450.000 [300.000—
700.000] hasta 160.000 [110.000-260.000], lo que representd una disminucion del 64%.
En consecuencia, la proyeccion del numero de personas que vivia con el HIV-1 en 2018
fue de 37,9 millones [32,7 millones-44,0 millones], de este total 36,2 millones (31,3
millones—42,0 millones) eran parte de la poblacion adulta y 1,7 millones (1,3 millones—

2,2 millones) eran poblacion infanto-juvenil, menores de 15 afios.
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Figura 1.1. Indicadores del estado de la infeccion por HIV-1.

A. Evolucion del numero de nuevos casos de infeccion por HIV-1 y muertes asociadas a SIDA. B.
Prevalencia global de HIV-1 por pais. Las figuras fueron extraidas y modificadas de la pagina web de la
OMS (https://www.who.int/hiv/data/en/).



Por otra parte, en 2018 el nimero de muertes asociadas a sida descendi6 al nivel
mas bajo del siglo, con menos de 1 millon de muertes por afio [770.000 (570.000-1,1
millones), ver Figura 1.1A], gracias a la ampliacion y sostenimiento del acceso a la
terapia antirretroviral. Del total de muertes reportadas, 670.000 (500.000-920.000)
correspondian a adultos y 100.000 (64.000-160.000) a chicos y chicas menores de 15
afios. Este gran descenso a nivel mundial fue liderado por Africa subsahariana,
principalmente en Africa oriental y meridional, en donde se concentra el 55% de las
personas que viven con el HIV-1 en el mundo (ver Figura 1.1B). En dicha region, el
nimero de muertes asociadas a sida se redujo un 44% en el periodo 2010 - 2018. En
este mismo periodo, el descenso de muertes en Africa occidental y central fue mas
modesto y alcanzo un 29%; mientras que en Asia y el Pacifico el descenso fue continuo
y alcanzo un 24%. Por su parte, en Europa central/occidental y América del Norte se
registré una reduccion del 35%, cifra muy similar a la del Caribe que presentd un
descenso del 38%. En América Latina, donde la cobertura de la terapia antirretroviral ha
sido relativamente alta y el nimero de muertes asociadas a sida fue relativamente bajo
durante varios afios, entre 2010 y 2018 se registrd una disminucion de tan solo el 14%

en el nimero de muertes.

Las mejoras significativas en el estado actual de la epidemia de HIV/sida
responden a las metas fijadas en el afio 2013 por la Organizacion de las Naciones
Unidas para el afio 2020 [18]. Las metas a alcanzar denominadas "90-90-90" son tres y
apuntan a que en 2020 el 90% de las personas que viven con el HIV-1 conozcan su
estado seroldgico respecto al mismo, el 90% de las personas diagnosticadas con el HIV-
1 reciba terapia antirretroviral, y el 90% de las personas que recibe terapia
antirretroviral alcance la supresion viral (SV). En este sentido, en el 2018 el 79% de las
personas que vivia con el HIV-1 en todo mundo conocia su estado, partiendo de un 66%
en 2015 [19]. Entre las personas que conocian su estado, el 62% tenia acceso al
tratamiento, y de los que tenian acceso al tratamiento, el 53% habia logrado la SV [17].

Esta ultima cifra dista considerablemente de la meta del 90% para el 2020.

1.2.2. En Argentina

En Argentina hace varios afios que la epidemia del HIV-1 se ha estabilizado

gracias a acciones de prevencion sostenidas, el acceso universal a las pruebas



diagnosticas y a los tratamientos, incluyendo el uso de test rapidos y la simplificacion
de los esquemas antirretrovirales, provistos por el Programa de Prevencion de VIH-Sida
y Enfermedades de Transmision Sexual del Ministerio de Salud de la Nacion. Aun asi,
los ultimos datos epidemiologicos [20] distan considerablemente de las metas "90-90-
90" fijadas para el 2020 [18]. En el afio 2017, el nimero total de personas que vivian
con el HIV-1 fue 120.000 (110.000-130.000), de las cuales el 25% (67%-83%)
desconocia su situacion. Asimismo, en ese mismo afio, el 66% (60%-73%) de las
personas que vivian con el HIV-1 estaban bajo tratamiento antirretroviral. En 2017, se
diagnosticaron 6.500 (5600—7200) nuevas infecciones por el HIV-1, en donde el 35% se
encontraba en etapas avanzadas de la infecciéon. Mientras que la tasa de transmision
perinatal fue del 5%, donde el 66% fue diagnosticado tempranamente. Para ese afio,

2000 (1400-2600) personas murieron por causas relacionadas con el sida.

En relacion a los objetivos del presente trabajo, el cual se focaliza en el estudio de
poblaciones pediatricas que contrajeron el HIV-1 mediante transmision vertical (TV),
resulta relevante entender los desafios epidemioldgicos que enfrenta esta poblacion. En
este sentido, el diagnostico en las personas gestantes es un eje importante para la
prevencion oportuna de la TV. Sin embargo, en 2017 solo el 53,1% de la poblacion
femenina en Argentina conocia su situacion viroldgica antes del embarazo [20]. De la
poblacioén restante, un 34,7% fueron diagnosticadas durante el embarazo, 5,2% durante
el trabajo de parto y 2,7% durante el puerperio. Otra de las principales variables
relacionadas con la transmision materno infantil es el porcentaje de mujeres
embarazadas que llegan al parto con una CVp inferior a 1000 copias/mL, el cual se
mantuvo estable desde 2015 con un 79,2% (454/573 mujeres) hasta 2017 con un 79,5%
(461/580 mujeres). Finalmente, se estima que en nuestro pais durante el 2018 hubo
menos de 100 chicos y chicas menores de 15 afios fallecidas por causas asociadas a sida

[21].

1.3. Estructura y genoma del HIV-1

El HIV-1 pertenece al género lentivirus de la familia Retroviridae [22]. Una de
las principales caracteristicas de los miembros de esta familia es la de revertir el flujo
normal de informacidon genética, de ADN a ARN. Estructuralmente, el HIV-1 es una

particula esférica envuelta de aproximadamente 100 nm de didmetro (Figura 1.2A). Esta



consiste en una céapside interna y conica formada por la proteina p24. Dentro se
encuentra el genoma viral compuesto por 2 copias de ARN simple cadena de
aproximadamente 9,2 Kb con polaridad positiva, las enzimas transcriptasa inversa (RT
por sus siglas en inglés), integrasa (IN), proteasa (PR) y las proteinas de la
nucleocapside p7 y p9. Por fuera se encuentra una cépside externa que es una matriz
proteica con simetria icosaédrica compuesta por la proteina pl7. La envoltura externa es
una bicapa lipidica con proteinas de matriz insertadas en la superficie interna. Contiene
ademas a la glicoproteina viral gp41, que es una proteina transmembrana que se une en
forma no covalente con la gp120. Esta ultima, es la glicoproteina mas externa y posee

dominios de unidn a la célula hospedadora.

El genoma del HIV-1 se describe, generalmente, desde su forma proviral, que es
el ADN viral generado por el proceso de transcripcion inversa (descripto en la seccion
1.4) y que se ha integrado al genoma celular. Este genoma de ADN, al igual que otros
retrovirus, se encuentra flanqueado tanto en el extremo 5° como en el 3" por
repeticiones terminales largas (LTR por sus siglas en inglés) y, cuenta con 3 genes
estructurales (gag, pol, y env) [22]. A su vez, el HIV-1 posee 2 genes regulatorios (tat y
rev) y 4 accesorios (vif, vpr, vpu y nef) (Figura 1.2B). La totalidad de los precursores
polipeptidicos de las proteinas virales se encuentran codificados en 9 marcos abiertos de

lectura distintos.

Las LTR intervienen activamente en una serie de procesos tales como, el inicio
de la transcripcion inversa del genoma viral, la inserciéon del ADN gendmico viral en el
ADN cromosomico de la célula hospedadora y el empaquetamiento del ARN gendmico
viral en la progenie viral [23]. Ademads, las LTR poseen secuencias promotoras del tipo
“TATA box” y potenciadoras, dependientes de los factores de transcripcion SP1 y del
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFxB por sus siglas en inglés), las cuales interaccionan junto a diversos factores
celulares en el reclutamiento de la ARN polimerasa II. El gen estructural gag codifica
para la poliproteina p55, que a su vez da origen a las proteinas p17, p24, p7, las cuales
conforman la base estructural de la particula viral [24]. Mientras que a partir de la
poliproteina Pol, se generan las enzimas virales de PR, IN y RT. Finalmente, el
precursor Env da origen a la glicoproteina de envoltura (gp160), la cual es procesada
para dar lugar a la glicoproteina externa gp120 y a la glicoproteina transmembrana gp41

[25]. La principal funcidon de gp120 es interaccionar con los receptores presentes en la



superficie de las células blanco. Por su parte, gp41 participa activamente en los procesos
de entrada del virus a la célula, la regulacion de la expresion de Env en la superficie de

la célula hospedadora y el empaquetamiento de la particula viral.
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Figura 1.2. Estructura y genoma del HIV-1.

A. Representacion de la estructura de la particula del HIV-1. B. Representacion esquematica del genoma
de HIV-1. El genoma del HIV-1 presenta 3 genes estructurales, gag, pol y env, que se muestran en azul,
rojo y amarillo, respectivamente; 4 genes accesorios en gris; y 2 genes regulatorios en verde. Estos genes
se traducen en 3 diferentes marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés open reading frame): ORF1,
ORF2 y ORF3. La figura fue extraida y modificada del trabajo de Cervera et al [26].



Las proteinas Tat y Rev del HIV-1 regulan el ciclo de replicacion del virus.
Especificamente, Tat actia como transactivador de la expresion genética del HIV-1,
favoreciendo el inicio y la elongacion de la trascripcion desde el promotor del LTR.
Mientras que, Rev promueve la exportacion nuclear, estabilizacion y utilizacion de los
ARN mensajeros virales no procesados. Entre los genes accesorios del HIV-1, se
encuentra, en primer lugar, Vif que promueve la maduracion e infectividad del virion,
pero no la produccion de particulas virales. En segundo lugar, se encuentra la proteina
Vpr, que contribuye en la importacion del complejo de pre-integracion hacia el ntcleo
celular, la transactivacion de genes celulares, la induccion de la diferenciacion celular y
el detenimiento del ciclo celular. En tercer lugar, se halla la proteina Vpu, que
promueve la degradacion del receptor CD4 en el reticulo endoplasmadtico, lo que resulta
en la incorporacion de Env a los viriones [27]. Asimismo, Vpu aumenta la liberacion de
particulas virales a partir de linfocitos T CD4" infectados [28]. Finalmente, se encuentra
la proteina multifuncional Nef, que interactua con diferentes componentes de las vias de
sefalizacion de la célula hospedadora, disminuyendo la expresion de diversos
receptores de membrana, incluyendo el receptor CD4 y el complejo mayor de
histompatibilidad (CMH) de clase I [29]. De este modo, Nef le permite al HIV-1 eludir
el reconocimiento por parte del sistema inmune, regular el ciclo celular, inhibir la

apoptosis, y asi aumentar su tasa de replicacion e infectividad.

1.4. Ciclo de replicacion del HIV-1

El ciclo de replicaciéon de HIV-1 es complejo y puede dividirse en una etapa
temprana y otra tardia [30]. La etapa temprana comienza con el reconocimiento y la
union del virion a la superficie celular y termina con la integracion del ADN proviral al
genoma celular. La etapa tardia inicia con el comienzo de la transcripcion y finaliza con
la liberacion de viriones maduros. El proceso de replicacion del HIV-1 representa en si
algunos desafios asociados con la patogenia viral. Asi, como la RT del HIV-1 posee una
tasa de mutacion muy alta (1 error cada 10.000 nucledtidos), las poblaciones virales
presentes en una persona infectada no son uniformes, sino mas bien una coleccion de
diferentes poblaciones, a las cuales se las denomina cuasiespecies virales. Por otro lado,
el corto tiempo de generacion y la produccion masiva de virus (~2x10° viriones/dia),

permiten que este se adapte rapidamente a su huésped y desarrolle resistencia contra las



drogas antirretrovirales o las respuestas inmunitarias. Es debido a ello que en 1996 se
dio inicio al uso de la terapia antirretroviral combinadas (TARVc), con drogas que
inhiben diferentes procesos del ciclo de replicacion del virus, para generar una barrera
mas alta contra la seleccion de variantes resistentes a los antirretrovirales. Por ultimo,
corresponde destacar, que la integracion del HIV-1 en el genoma de la célula infectada

le permite resguardarse de forma latente en células con larga vida media.

En la Figura 1.3 se ilustran los principales procesos del ciclo de replicacion de
HIV. Asi, se observa que el proceso de infeccidon se inicia por la interaccion de la
glicoproteina viral externa gp120 con el receptor celular CD4 [30]. Esta unién induce
cambios conformacionales en el trimero de Env que permite la interaccién de gp120 con
los receptores de quimiocinas CXCR4 y/o CCRS, que son los principales co-receptores
de entrada del HIV. A partir de la interaccion con el co-receptor celular se producen
cambios conformacionales adicionales en Env que exponen a la proteina transmembrana
gp41, la cual permite la fusion del virus con la membrana celular. Posteriormente, el
trimero de gp4l forma una estructura helicoidal que une las membranas virales y
celulares, lo cual permite la fusion del viridn y la liberacion del contenido de la particula

del virus en la célula.

Luego del ingreso del HIV a la célula, la RT utiliza al ARN genémico viral como
molde para sintetizar una doble cadena de ADN gen6émico viral [30]. Durante la
migracion del intermediario proviral hacia el nucleo se produce el desmontaje de la
capside viral. Una vez en el ntcleo, el ADN proviral que forma parte del complejo de
pre-integracion se inserta finalmente en el genoma de la célula hospedadora por accion
de la integrasa viral. La insercion del genoma viral en el ADN cromosdmico de la célula
hospedadora es critica para luego dar inicio a la transcripcidon activa de mensajeros y
nuevos genomas virales, por parte de la ARN polimerasa II celular. La transcripcion
proviral es iniciada por el promotor viral, que se encuentra en la region U3 del S'LTR y
es activo en muchos tipos de células. La expresion de los genes virales depende
estrictamente de factores de transcripcion celular, como NFkB y NFAT. Al inicio, el
alargamiento de las transcriptos virales es muy ineficiente y se requiere de la expresion
de la proteina transactivadora viral Tat para una expresion génica viral efectiva. Tat se
une a una secuencia especifica en la region R del 5'LTR, denominada elemento trans-
regulador o TAR, para aumentar la procesividad transcripcional y permitir la sintesis

eficiente de los transcriptos virales: (i) ARN intracelular de HIV-1 (ARN-HIV) no
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procesado (9 kb) que actia como ARN gendmico o precursor de Gag y Gag-Pol (ii)
ARN-HIV parcialmente procesado (4 kb) que codifica Vif, Vpr, Vpu y Env; y (iii)
ARN-HIV completamente procesado (2 kb) que expresa Tat, Rev y Nef.
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Figura 1.3. Ciclo de replicaciéon del HIV-1.

La infografia ilustra las principales etapas del proceso de replicacion del virus, las cuales se describen con
mayor detalle en el cuerpo del texto. La figura fue extraida y modificada de la pagina web del National
Institute of Allergy and Infectious Diseases (https://www.niaid.nih.gov/diseases-conditions/hiv-

replication-cycle).
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Seguidamente, los ARNs mensajeros no procesados y parcialmente procesados
son transportados desde el nticleo al citoplasma mediante la proteina viral Rev, que
interactia con el elemento de respuesta a Rev, conocido como RRE, en el ARN viral y
el factor de exportacion celular Crm1 [31]. En consecuencia, las primeras proteinas
virales en ser sintetizadas son Tat, Rev y Nef, ya que estimulan la transcripcion de
genes y la sintesis de proteinas virales. Luego, prosigue la biosintesis de las proteinas
estructurales de HIV-1, la cual se lleva a cabo en compartimentos celulares diferentes.
De modo que, por un lado, Env se sintetiza dentro del reticulo endoplasmatico y se
modifica en Golgi, para llegar luego a la membrana plasmatica. En cambio, por otro
lado, las poliproteinas Gag y Pol son sintetizadas a partir de ribosomas citoplasmaticos.
Estos precursores proteicos se asocian con dimeros de ARN gendémico viral y se
condensan por debajo de la membrana plasmatica en estrecho contacto con Env [32]. A
continuacion, las particulas virales inmaduras comienzan a brotar de la superficie de la
célula infectada. La maduracion de dichas particulas virales es dependiente de la accion

proteolitica de la proteasa viral que ha sido previamente incorporada a los viriones.

1.5. Vias de trasmision

Una persona que tiene HIV-1 puede transmitir el virus a partir de ciertos fluidos
corporales: sangre, semen o liquido preseminal, fluidos rectales, fluidos vaginales y
leche materna. Estos fluidos deben entrar en contacto con una membrana mucosa o
tejido lesionado, o ser inyectados directamente en el torrente sanguineo (desde una
aguja o jeringa) para que ocurra la transmision. De este modo, las vias de transmision
del HIV-1 se clasifican en sexual, parenteral y vertical. Esta ultima incluye la
transmision del virus de la persona gestante al bebe durante el embarazo, el parto o la

lactancia [33].

Existen diferentes estrategias para prevenir la transmision del HIV por la via
sexual, que incluyen principalmente el uso de condones y, mas recientemente, la
profilaxis Pre-exposicion, conocido como PrEP por sus siglas en inglés [33]. Esta
ultima estrategia de prevencion del HIV consiste en que las personas que no tienen HIV,
pero que tienen practicas que pueden exponerlos a la transmision del virus, toman un
farmaco antirretroviral y asi reducen la posibilidad de adquirirlo. En cuanto a la via

parenteral, es importante mencionar que, a partir de los controles exhaustivos durante
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las transfusiones de sangre y sus derivados, asi como durante el trasplante de drganos, la
transmision del HIV por esta via ocurre principalmente en personas que se inyectan
drogas. Otra via de infeccion, aunque muy poco frecuente, es la ingesta de alimentos
que fueron previamente masticados por una persona HIV-positiva. Hasta el momento,

los inicos casos de este tipo de transmision se produjeron en bebés [34].

1.5.1. Transmision del HIV-1 en adultos

La CVp en la persona transmisora es el principal determinante de riesgo de
infeccion por HIV-1, independientemente de la via de trasmision. En parejas donde uno
de los miembros vive con el HIV-1 y el otro no, denominadas parejas sero-discordantes,
se observd un aumento de la transmision de hasta 2,5 veces, por cada incremento de 10
veces en la CVp [35,36]. Ademas, se determind que las personas con CVp menor a
1000 copias/mL rara vez transmiten el HIV-1 a sus parejas sexuales. El ultimo hallazgo,
y uno de los mds importantes vinculado a la transmisibilidad del virus, se produjo a
partir de tres amplios estudios llevados a cabo entre 2007 y 2016, en donde se
estudiaron miles de parejas sero-discordantes [37-39]. En estos estudios no se observo
ni un solo caso transmision del HIV-1 desde personas que viven con el virus y que

presentan CVp indetectable hacia sus parejas seronegativas.

Otros factores que pueden afectar la eficiencia de la transmision de HIV-1 son: 1)
las enfermedades de transmision sexual, particularmente aquellas que causan
inflamacion genital y ulceras, ya que pueden incrementar la propagacion del virus en el
tracto genital y asi aumentar de 2 a 10 veces las posibilidades de infeccion [40]; ii) el
embarazo, durante el cual se ha observado un aumento mayor al doble en el riesgo de
adquisicion de HIV-1 [41]; y iii) la circuncision, que en una serie de ensayos clinicos
demostraron reducir en un 60% el riesgo de infeccion en la pareja sexual masculina

[42,43].

1.5.2. Transmision perinatal del HIV

La mayoria de las infecciones por HIV-1 en pediatria ocurren por transmision de
la persona gestante al bebe, y esta se puede dar en tres momentos distintos, que son

durante el embarazo (intrattero), el parto (intraparto) o la lactancia. La tasa de

13



transmision del HIV-1 en la poblacion gestante con estadio cronico de infeccidon y que
no reciben TARVc son del 5-10% intrattero, 10-20% intraparto, y 5—15% durante la
lactancia [44].

En el afio 1994 se evidencido a partir de un ensayo clinico randomizado,
denominado ACTG 076, que un régimen antirretroviral con zidovudina (AZT)
administrado a la persona gestante durante el tercer trimestre del embarazo e intraparto,
como asi también al recién nacido durante las primeras 6 semanas de vida, reduce
significativamente la tasa de TV de HIV-1 [45]. En dicho ensayo clinico, donde se
evaluaron 364 nifas y nifios, se observé que la tasa de transmision de HIV-1 en el grupo
al que se le administrd placebo fue de 25,5%, mientras que la tasa de transmision en la

rama a la que se le administré6 AZT fue del 8,3%.

A pesar de los 9 meses de exposicion en la interfaz materno-fetal y la evidencia
de trafico celular bidireccional entre la persona gestante y el feto, la transmision
intrautero de HIV-1 es la forma menos eficiente de TV [46]. Tanto es asi, que pueden
detectarse células maternas en la sangre de los bebés HIV-negativos nacidos de mujeres
HIV-positivas [47]. Esta baja eficiencia de transmision puede deberse a que la mayoria
de las células fetales son inactivas, mientras que la infeccion productiva de HIV-1
ocurre principalmente en células T activadas [48]. También, durante el intercambio
celular entre la persona gestante y el feto, donde potencialmente se puede transmitir el
HIV-1, se promueve el desarrollo de células T reguladoras fetales, que suprimen

activamente las respuestas inmunes contra los antigenos maternos [49].

En ausencia de profilaxis antirretroviral, la TV ocurre con mayor frecuencia en
el momento del parto. Se desconoce aun si durante el parto esto se debe a la
transferencia transplacentaria del virus o a la exposicidon del neonato a las secreciones y
la sangre de la parturienta. Sin embargo, debido al efecto protector mediado por la
cesarea contra la transmision de HIV-1 en pacientes con alta CVp [50], junto con la
presencia del virus en aspirados gastricos infantiles y la abundancia de células T CD4"
CCR5" -que son altamente susceptibles a la infeccion por HIV-1, en la mucosa intestino
neonatal [51]- es posible que la mayoria de la transmision intraparto sea a través de la

mucosa.

Por ultimo, la TV puede suceder luego del parto a través de la leche materna. Se

estima que la via oral y la mucosa gastrointestinal de un nifio o nifia que naci6 de una
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persona infectada con el HIV-1 estd expuesta diariamente a través de la leche materna a
al menos 700.000 particulas virales [52]. Sin embargo, la probabilidad de transmision
por esta via se estima que varia entre 0,050% y 0,064% por cada litro de leche materna
ingerida [53,54]. La baja frecuencia de transmision durante la lactancia, a pesar de que
la exposicion al virus es elevada, sugiere la presencia de factores que restringen la
replicacion del virus en la leche materna y en el nifio o nifia expuesta al virus [55]. En
este sentido, varios estudios reportaron que altos niveles de alfa-defensinas, IL-15,
eritropoyetina, oligosacaridos, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga y
citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC por sus siglas en inglés) estan
correlacionados con un descenso en el riesgo de transmision de HIV-1 por
amamantamiento. Cabe sefialar que en la mayoria de los paises desarrollados los
infantes con exposicion perinatal al HIV-1 reciben férmulas de leche maternizada en
lugar de leche materna. Por el contrario, en los paises subdesarrollados o en vias de
desarrollo, las guias de la OMS recomiendan la ingesta de leche materna durante los
primeros 6 meses de vida en nifios expuestos al HIV-1, en combinacién con el TARVc
en la persona que amamanta y el lactante [56]. Esto se debe, a que tiene mayor peso los
beneficios que aporta la leche materna para la salud del nifio o nifia en cuanto a la
prevencion de causas de muerte infantil no relacionadas al HIV-1, que el riesgo de
transmision del HIV-1 [57]. En Argentina, se reemplazd la lactancia por leche
formulada, la cual es provista de manera gratuita por el Programa de Prevencion de

VIH-Sida y Enfermedades de Transmision Sexual del Ministerio de Salud de la Nacion.

1.6. Curso natural de la infeccién viral

En ausencia de TARVc, la mayoria de los individuos HIV-positivos avanzan
hacia distintos estadios clinicos que son progresivamente mas perjudiciales, pues el
virus destruye gradualmente el sistema inmune hasta progresar al estadio mas critico

que es el SIDA.

Hasta el momento, la infeccion por HIV-1 no tiene cura, aunque la eficacia de las
drogas y esquemas antirretrovirales actuales retardan o evitan la progresion de la
infeccion de un estadio al siguiente. De esta manera, los nuevos TARVc mejoran la
morbi-mortalidad de la infeccion por HIV-1 y disminuyen las posibilidades de

transmision.
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En la Figura 1.4 se ilustra el comportamiento general de las principales variables
inmunoldgicas y virales durante el curso clinico de la infeccion por HIV-1 en ausencia

de TARVc, el cual consta de tres estadios caracteristicos que son los siguientes [58]:
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Figura 1.4. Curso normal de la infeccion por el HIV-1 en ausencia de TARVe.

La primera etapa, fase aguda, de la infeccion por el HIV-1 se caracteriza por un rapido aumento de la
CVp (arriba, representada por la linea continua en color rojo) y descenso en el niimero de células T CD4+
(abajo, representada por la linea continua en color verde), junto con una ausencia de anticuerpos
especificos anti-HIV-1 (abajo, representada por la linea discontinua en color naranja). Al finalizar esta
etapa, por un lado, la CVp disminuye hasta alcanzar un equilibrio y el numero de células T CD4+
experimenta una pequeiia recuperacion y, por otro lado, el titulo de anticuerpos anti-HIV-1 y la respuesta
citotoxica mediada por células T CD8+ (abajo, representada por la linea discontinua en color azul)
alcanzan un pico. Superada la primera etapa, durante la fase asintomatica, el recuento de células T CD4+
disminuye nuevamente de forma progresiva, al tiempo que la CVp permanece constante. Finalmente, si la
infeccion no es contenida durante las primeras dos etapas, se produce un deterioro severo del sistema
inmune, la progresion a SIDA y la muerte. La figura fue extraida y modificada del reporte de Simon et al.
[59].
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I. Fase aguda: Es el primer estadio de infeccion por HIV-1 y generalmente se
desarrolla dentro de las semanas 2 a 4 pos-infeccion. Durante esta etapa, algunas
personas pueden desarrollar sintomas asociados al virus de influenza, como ser fiebre,
dolor de cabeza y rash. A lo largo de este estadio el virus se multiplica rapidamente y se
disemina por el organismo, destruyendo células inmunitarias, principalmente a las
células T CD4" [58]. Aproximadamente el 20% de las células T del tejido linfoide
asociado al intestino se infectan dentro de los primeros 10 dias y cerca del 60% de las
no infectadas mueren por mecanismos de hiperactivacion o efecto “bystander” (efecto
de la infeccion de células vecinas). Asi, antes del primer mes post-infeccion entre el 70
y 80% de los linfocitos T CD4" del sistema inmune de mucosas mueren ya sea
directamente por el efecto citopatogénico propio de la infeccion o de forma indirecta
[60,61]. Durante esta etapa de la infeccion, los linfocitos T CD4" en circulacion también
experimentan un descenso importante y se observa la aparicion de un pico de viremia
[62]. En este periodo el nivel de virus es tan elevado que se incrementa el riesgo de
transmision. Sin embargo, todavia no se detectan anticuerpos especificos contra el HIV-
1 y por eso se designa periodo de “ventana inmunolédgica”. Luego, con la aparicion de
los anticuerpos se produce una reduccion considerable de la viremia [63,64], etapa que
se denomina “‘seroconversion”. Alrededor de los 3 meses post-infeccion se alcanza un
plateau en nivel de CVp y de células T CD4" circulantes, al que se llama estado
estacionario o set point, y cuyo nivel tiene un valor predictivo sobre el curso clinico de
la infeccion: un nivel elevado de CVp de set point se asocia con una progresion

acelerada a SIDA [65].

II. Fase Cronica: Es el segundo estadio de infeccion por HIV-1, también se conoce
como etapa asintomatica. Durante esta etapa, el virus continia multiplicandose en el
organismo, pero a bajos niveles comparado con la etapa aguda de infeccion [58]. Si bien
las personas en estadio cronico no presentan sintomas asociados a la infeccion, pueden
transmitir el virus a otras personas. La gran mayoria de las personas adultas que
transitan este estadio de infeccion en ausencia de TARVc progresan a SIDA en 10 o

mas afios, aunque existen personas que progresan mas rapidamente.

III. SIDA: Es el ultimo estadio de la infeccion por HIV-1 y es donde el sistema
inmune se encuentra tan severamente dafiado que ya no puede hacer frente a nuevas
infecciones oportunistas como la neumonia por Prneumocystis carinii, criptococosis y

neoplasias caracteristicas de pacientes inmunodeficientes, tales como el sarcoma de
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Kaposi [66]. Se considera que una persona ha progresado a SIDA si el recuento de
células T CD4" cae por debajo de 200 células/mm?® o si presentan determinadas
infecciones oportunistas (ver Tabla 1-1). En ausencia de TARVc, una persona adulta

con SIDA tiene una esperanza de vida de aproximadamente 3 afios [58].

Tabla 1-1. Estadio inmunolégico de la infeccién por HIV-1 basado en el niimero o porcentaje de
células T CD4+ por edad.

Edad al momento del recuento de células T CD4*

Estadio? <1 afio 1 a <6 afios >6 afios
células/uLL % células/uL. % células/uLL %
1 >1.500 >34 >1.000 >30 >500 >26
2 750-1.499 26-33 500-999 22-29 200-499 14-25
3 <750 <26 <500 <22 <200 <14

2El estadio se basa principalmente en el recuento de células CD4". El recuento de células T CD4" tiene prioridad sobre el porcentaje
de células T CD4", y el porcentaje se considera solo cuando no se cuenta con el dato del recuento absoluto [67].

1.7. Inmunopatogenia en nifios y sus diferencias con adultos

Una vez que la infeccion se establece, su progresion es generalmente mas rapida
en nifas y nifios HIV-positivos que en adultos, con un descenso muy rapido del nivel de
células T CD4", la aparicion de infecciones recurrentes, la falta de crecimiento y retraso
madurativo [68]. El tiempo de vida medio en ausencia de TARVc en poblacion adulta
es de aproximadamente 11 afos y este decrece cuanto mayor es la edad de
seroconversion, mientras que en poblacion infantil el 50% que contrajo el HIV-1 por
TV muere a los 2 afos de vida [69]. Asimismo, en poblaciones pediatricas el tiempo
exacto de la transmision del virus es un factor determinante del tiempo de vida medio.
Asi, seglin un estudio de meta-analisis, en el cual se incluyeron 12 trabajos con un total
de 12.112 nifas y nifios HIV-positivos mediante TV, la tasa de mortalidad al afio de
vida fue del 26% en quienes contrajeron el virus post-parto, a través de la lactancia, y
del 52% en aquellos que lo contrajeron durante el parto [70]. Respecto de las
infecciones intrautero, cabe resaltar que estas ocurren unas pocas semanas antes del
parto [71], y que el curso de la enfermedad en estos bebés es sorprendentemente
diferente de aquellos que se infectaron en el momento del nacimiento con un tiempo de

vida medio de 208 dias y 380 dias respectivamente [72].
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El recuento de células T CD4" y la CVp son marcadores clinicos bien
establecidos de la progresion de la infeccidon tanto para la poblacion adulta como
infantil, sin embargo, deben interpretarse de manera diferente en ambas poblaciones.
Por un lado, el recuento de células T CD4" es tres a cuatro veces mayor en recién
nacidos que en adultos y este disminuye gradualmente con la edad, alcanzando los
niveles presentes en adultos después de aproximadamente 6 afios de vida o mas [73]. El
porcentaje de células T CD4" es menos variable con la edad y se utiliza a menudo como
un indicador de agotamiento celular en poblacion pediatrica durante los primeros afios
de vida. Por otro lado, el nivel de CVp es generalmente mas alto en nifias y nifios HIV-
positivos mediante TV que en poblacion adulta y, el pico de viremia (que oscila entre 5
y 7 logio copias/mL) se observa alrededor de los 3 meses de vida [74]. Asimismo, el
pico de viremia es mas alto en los infantes que contrajeron el HIV-1 durante el parto,
seguidos, en primer lugar, por aquellos que lo contrajeron en el utero [75] y, en segundo
lugar, por quienes lo contrajeron después del nacimiento. Esto sugiere un mejor control
de la replicacion viral cuanto mayor es la madurez del sistema inmunitario [76].
Mientras que, en poblacion adulta la CVp se estabiliza varias semanas post-infeccion
[77], en infantes esta viremia persiste en niveles altos con una disminuciéon muy lenta
hasta alcanzar un set point después de varios afios [78] (ver Figura 1.5). El control
gradual de la replicacion viral se ha asociado con el aumento de la maduracion y el

desarrollo del sistema inmunolégico [79].

Existe un pequeio porcentaje de individuos HIV-positivos que en ausencia de
tratamiento antirretroviral mantienen un nivel normal de células T CD4" y de las
funciones inmunoldgicas y que por lo tanto no progresan a SIDA. El o los mecanismos
que operan en dichos casos son muy diferente entre poblacion adulta e infantil. En
adultos, esta poblacion no progresora que se conoce como ‘“controladores de élite”,
representa menos del 1% de los individuos HIV-positivos y se caracteriza por una
respuesta T CD8" especifica, eficaz y muy fuerte contra el HIV-1 [80], la cual, entre
otras cuestiones, estd asociada a la presencia de alelos protectivos del CMH (HLA-B27
y HLA-BS57 principalmente) [81] que son significativamente frecuentes en esta
poblacion. Esta respuesta inmune conlleva un control satisfactorio de la viremia
plasmatica, es decir, el nivel de CVp alcanza valores inferiores al limite de deteccion
(LD) de los ensayos comerciales, y en consecuencia permiten el mantenimiento del

numero de células T CD4". Por el contrario, las nifias y los nifios que no progresan a
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SIDA en ausencia de tratamiento antirretroviral, mantienen un nivel normal de células T
CD4" a pesar de tener una mediana de CVp de ~30,000 copias por mL (ver Figura 1.5)
[73]. Ademas, la presencia de determinados alelos HLA de clase B que tienen un alto
impacto en la progresion de la infeccion en poblacion adulta, no presenta un rol
significativo en infantes [82]. El mecanismo por el cual los no progresores pediatricos
mantienen un nivel de inmunoactivacién bajo, alin en presencia de altos niveles de

viremia, se desconoce.

Progresion general de la infeccion en adultos Progresion general de la infeccion en pediatria
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Figura 1.5. Dindmica de la CVp en poblacién adulta y pediatrica HIV-1 positiva.

Generalmente, en ausencia de TARVc, la CVp alcanza el estado de equilibrio considerablemente mas
temprano en poblaciones adultas HIV-positivas (dentro de las primeras 6 semanas) con respecto a
poblaciones pediatricas, con una mediana de 10 afios para desarrollar SIDA en los primeros y de tan solo
1 afio en los segundos (paneles superiores). En contraste, las poblaciones adultas no progresoras, cuya
prevalencia es inferior al 1%, se caracterizan por tener una CVp baja o no detectable y un bajo nivel de
inmunoactivacion. Mientras que, las poblaciones pediatricas no progresoras, si bien también presentan
bajo nivel de inmunoactivacién, la CVp permanece elevada (aproximadamente 30.000 copias/mL). La
prevalencia de estas poblaciones pediatricas no progresoras varia entre un 5% a 10%. La figura fue
extraida y modificada del reporte de Goulder et al. [83].
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1.7.1. Respuesta inmune innata contra la infeccion por el HIV-1

El HIV-1 es inicialmente reconocido por el sistema inmune innato a partir de los
acidos nucleicos virales presentes en el citosol de las células infectadas y en los
endosomas de células fagociticas [78]. El reconocimiento del virus en el citosol esta
mediado principalmente por los receptores de tipo RIG-1, mientras que en los
endosomas acttian los receptores de tipo toll (TLRs por sus siglas en inglés),
principalmente TLR-7 y TLR-9. En ambos casos, estos receptores actuan como sensores
del virus mediante el reconocimiento de las moléculas de ARN de simple hebra del
HIV-1. Este primer reconocimiento del virus que se da en macroéfagos, monocitos y
células dendriticas, produce la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias y de interferones
de tipo 1 (INFs). El IFN-a ¢ IFN-f son las principales moléculas efectoras antivirales.
Estos INFs secretados por las células infectadas se unen a un receptor de superficie
celular comun, conocido como el receptor de interferdn, tanto en la célula infectada
como en las células no infectadas. A partir de esta interaccion, en primer lugar, se
desencadena una cascada de sefializacion que inhibe la replicacion del virus en células
no infectadas mediante la activacion de genes que causan la destruccion de ARN
mensajero e inhiben la traduccién de proteinas virales [84]. En segundo lugar, se puede
producir un incremento de la sintesis de moléculas del CMH de clase I en células recién
infectadas por virus, lo que las hace mas susceptibles al reconocimiento por células T
CD8" citotoxicas. En tercer lugar, se activan linfocitos citoliticos, conocidos como
células NK, que también contribuyen en el control de las infecciones virales mediante la
secrecion de citoquinas y quimiocinas, o bien mediante su accion citotoxica contra las
células infectadas. Las células NK reconocen a las células infectadas a través de los
anticuerpos unidos a la superficie de la misma, y desencadenan la respuesta ADCC. Se
ha observado que las células NK aisladas en nifias y nifios HIV-positivos mediante TV
presentan una menor actividad citolitica comparado con nifios HIV-negativos, y una

respuesta ADCC inferior en relacion a las células aisladas en poblacion adulta [85,86].

Las células presentadoras de antigenos del sistema inmune innato no sélo juegan
un papel importante en la inhibiciébn de la replicacion viral, sino también en la
regulacion de la respuesta inmune adaptativa contra la infeccion por HIV-1. Dentro de
estas células, los macrofagos y células dendriticas estimuladas via TLR son menos
polifuncionales y producen menos INFs en neonatos HIV-positivos con respecto a los

adultos HIV-positivos [87]. Aln asi, no se observo en la poblacion neonata HIV-
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positiva un déficit de secrecion de citoquinas pro-inflamatorias, sino mas bien un perfil
de citoquinas que moldea una respuesta inmune adaptativa diferente comparado con
adultos HIV-positivos. Por lo tanto, en neonatos HIV-positivos la via de diferenciacion
de células T CD4" se encuentra favorecida hacia Th2/Th17 en lugar de Thl que es la
que predomina en adultos HIV-positivos [88]. Esta inmunoregulacién diferencial, no
solo limita la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias Thl, que ante la exposicion del
neonato a nuevos antigenos en el tero podrian generar un efecto autoinmune, sino que

ademas confiere al bebé una proteccion contra patdgenos bacterianos y fungicos.

La respuesta inmune adaptativa empieza a desarrollarse muy temprano luego de
las primeras 9 semanas de gestacion cuando las células T progenitoras pueblan el timo
[89]. En nifas y niflos HIV-positivos mediante TV se pueden detectar respuestas T CD8
especificas contra el HIV-1 desde el nacimiento, pero con una magnitud
considerablemente inferior a la de personas adultas. En efecto, es la aparicion de la
respuesta T CDS especifica la que permite en adultos un rapido descenso de la CVp de
aproximadamente tres logaritmos hasta alcanzar los niveles basales [90]. Durante esta
respuesta, las células T CD8" citotoxicas que presentan en su superficie receptores T
especificos, reconocen los péptidos virales expuestos en la superficie de las células
infectadas con el HIV-1 a través de las moléculas del CMH. Y es debido a dicha
interaccion que algunos alelos HLA de clase I pueden llegar a afectar la progresion de la
infeccidon, como en el caso de los alelos B*57 y B*27 que estan asociados a un control
inmune efectivo y duradero de la infeccion [91], y por el contrario los alelos B*35 y B7
estan asociados a una progresion mas rapida a SIDA [92,93]. El rol protector de los
alelos B*57 y B*27 se debe principalmente a su especificidad por péptidos conservados
e inmunodominantes de HIV-1, que provoca que la presién de seleccion ejercida a
través de los CTL permita la seleccion de variantes virales que escapan al
reconocimiento de estos epitopes especificos [94]. No obstante, este mecanismo de
escape conlleva un elevado costo relacionado con la eficiencia replicativa del virus

[95,96].

1.7.2.Inmunidad humoral: rol de anticuerpos neutralizantes en la infeccion por
HIV-1
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Durante la etapa aguda de la infeccion por HIV-1 hay una respuesta inmune
vigorosa que no puede contener la replicacion del virus o el establecimiento de la
latencia. En muchos casos, un solo virus fundador establece la infeccion y luego
evoluciona dentro del huésped generando una poblacion de virus diversa [97]. Los
primeros cambios en la poblacién de HIV-1 son impulsados por la respuesta CTL que
es inducida a medida que aumenta la CVp [98], ya que dicha respuesta ejerce una fuerte
presion de seleccion sobre el virus, lo que resulta en la renovacién completa del
conjunto de virus dentro de las primeras semanas de infeccion [99]. El desarrollo de las
respuestas mediadas por anticuerpos sigue un patrén determinado, que inicia
tempranamente con el surgimiento de anticuerpos antivirales que se detectan como
complejos inmunes, seguidos por anticuerpos libres dirigidos a la subunidad gp41 de la
envoltura del HIV-1 y luego con el desarrollo de anticuerpos de union (BAbs, del inglés
binding antibodies) a gp120 [100,101]. Si bien estos anticuerpos que surgen de forma
temprana no neutralizan ni ejercen presion de seleccion sobre la evolucion del virus, son
capaces de mediar la fagocitosis de virus libre o de células infectadas, y la eliminacion
de células infectadas por la respuesta ADCC, mediante su dominio Fc [102]. Luego de
semanas o meses posteriores al establecimiento de la infeccion surgen los primeros
anticuerpos neutralizantes (NAbs, por sus siglas en inglés) que tienen la capacidad de
prevenir la infeccion de células blanco por parte de variantes autdlogas del HIV-1
solamente [64]. Con el transcurso del tiempo, ante la constante exposicion antigénica se
produce una maduracion gradual de la afinidad de los NAbs, que se ve reflejada en un
incremento en el titulo de los anticuerpos neutralizantes y un aumento en la afinidad
hacia la proteina Env [103]. De esta forma se inicia una puja entre el virus que
evoluciona para escapar a la neutralizacion y el sistema inmune que evoluciona para
neutralizar las nuevas variantes virales de escape [104]. A partir de esta interaccion y de
un intenso proceso de hipermutacion somdtica es que una minoria de individuos
desarrolla NAbs capaces de reconocer virus heterdlogos, conocidos como anticuerpos

ampliamente neutralizantes (BNADbs, por sus siglas en inglés) [105,106].

Aproximadamente el 20% de las personas adultas HIV-positivas desarrolla
BNADbs, los cuales surgen tardiamente durante la etapa crénica de la infeccion (2 a 15
aflos pos-infeccion) [105,107,108]. En contraste, mas del 70% de los nifios HIV-
positivos desarrolla BNAbs, que asimismo son considerablemente mas potentes que los

observados en adultos [109] y aparecen tempranamente luego del primer afio de vida
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[110]. En adultos, el desempefio de los BNAbs es el reflejo de la persistente maduracion
de la afinidad a largo plazo mediada por los altos niveles de hipermutacion somatica, y
el surgimiento excepcional de inserciones y deleciones. En cambio, en nifios ain no esta
claro el mecanismo por el cual se desarrollan los BNAbs, aunque se conoce que el alto
nivel de CVp seria uno de los factores implicados en dicho proceso, como asi también
factores propios de la TV [111]. En este sentido, diferentes estudios en macacos
sugieren que los anticuerpos maternos adquiridos pasivamente por los bebés podrian

tener un rol en el incremento de la respuesta mediada por NAbs [112].

Las células T cooperadoras foliculares (Tm por sus siglas en inglés) son un grupo
especializado de células T CD4" que se localizan en el centro germinal (CG) de los
organos linfoides secundarios, incluyendo las amigdalas, el bazo y los nodulos
linfaticos, y ayudan a las células B en la maduracion de la afinidad de los anticuerpos
mediante hipermutacion somatica. Los organos linfoides secundarios contienen
numerosos linfocitos, separados en zonas definidas de células T y B. Solo los T se
encuentran en la zona B y estdn en su mayor parte del tiempo en estrecho contacto con
ellas. La mayoria de los BNAbs identificados hasta el momento presentan elevados
niveles de hipermutacion somatica, lo que sugiere una respuesta Ty, eficiente en el CG
[113]. En adicion a la accion de las células Tq, es importante la contribucion de las
células T foliculares regulatorias (Tf) para el incremento de la amplitud y potencia de
los anticuerpos contra HIV-1. Las células Ty surgen a partir de los percursores de
células T reguladoras en el timo y contribuyen en la regulacion y proliferacion de
células Tm y B [114,115]. El balance T#/Tm es importante para el control de la
proliferacion de células Tm en el CG y asi asegurar una respuesta humoral efectiva

[116].

1.8. Terapia antirretroviral contra el HIV-1

En 1997, por primera vez, mediante la combinacion de tres drogas
antirretrovirales -que incluyen diferentes blancos virales- fue posible llevar el nivel de
HIV-1 en plasma por debajo del LD de los métodos comerciales disponibles (50
copias/mL) [117], mejorando asi la eficacia general de la terapia [118]. Esta estrategia
terapéutica que se denominoé highly active antiretroviral therapy o HAART por sus

siglas en inglés, es lo que hoy se conoce como TARVc. Con el advenimiento de estas

24



terapias el HIV-1 pasoé de ser una infeccion fatal en el corto plazo a una infeccion
cronica, donde el nimero de muertes asociadas al virus disminuyo6 significativamente
[119]. Hoy en dia, los pacientes que inician el tratamiento tempranamente y son
adherentes al mismo tienen una esperanza de vida similar a la de personas HIV-
negativas [120]. Inicialmente, el comienzo del TARVc se recomendaba solo para nifios,
nifias, adolecentes y personas adultas que habian progresado a SIDA, con sintomas
relacionados al sindrome (estadio clinico C) [66] o con una supresion inmune severa
(estadio inmunologico 3, ver Tabla 1-1) [121]. Sin embargo, hace varios afios diversos
estudios demostraron que el inicio temprano del TARVc¢ estd asociado a una mejora en
la morbi-mortalidad, tanto en poblacion pediatrica [122,123] como adulta [124,125].
Por ello, desde 2013 las guias internacionales recomiendan el inicio del TARYV, tanto en
nifios, nifias y adolescentes como en poblacion adulta, apenas se confirma el
diagnostico, independientemente del estado clinico, inmunolégico o viroldgico
[126,127]. Esto remarca la importancia de realizar el diagnéstico molecular de la
infeccion por HIV-1 en poblacion pediatrica lo mas cerca posible del nacimiento. Los
beneficios del inicio temprano incluyen el control efectivo de la replicacion viral, que se
correlaciona con una menor evolucion del HIV-1, un mayor limite al establecimiento y
expansion del virus en el organismo, como asi también con preservar la respuesta

inmune especifica contra el virus [128—130].

Existen seis clases de drogas antirretrovirales que se diferencian de acuerdo al
mecanismo de accion molecular: i) inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa
(INTI), ii) inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INNTI), iii)
inhibidores de la proteasa (IP), iv) inhibidores de la integrasa viral (INSTI), v)
inhibidores de la fusion, y vi) antagonistas de los correceptores del HIV-1 [131]. Los
esquemas de inicio de TARVc segun las guias locales e internacionales incluyen tres
drogas pertenecientes a dos o mas clases, o bien dos drogas si se incluye un INSTI en el

primer esquema [132—134].

El TARVc modifico la dindmica de replicacion del HIV-1 in vivo.
Especificamente, se observd una disminucion bifasica de la CVp luego del inicio del
TARVc. La fase inicial se caracteriza por una rapida caida de la CVp dentro de las
primeras 2 semanas de TARVc¢ y supone una caida del 99% en los niveles de HIV-1 en
circulacion. Este brusco descenso es consecuencia, en gran parte, de la rapida

disminucion de virus libre (vida media <6 hs.) y células infectadas (vida media <1.6
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dias) [135,136]. La segunda fase se desarrolla mds lentamente y comprende
principalmente la muerte de macrofagos, células T CD4" parcialmente activadas y
células dendriticas infectadas. La vida media de los macrofagos puede durar varias
semanas, dependiendo del tipo de tejido en el que residen, y si bien son susceptibles a la
infeccion por HIV-1, son mas resistentes a los efectos citopaticos del virus que las

células T CD4" [137].

A pesar de los beneficios del TARV, el mismo es de por vida y las personas que
viven con el HIV siguen teniendo un riesgo mas alto de presentar anomalias
inmunolégicas  asociadas con el  envejecimiento  celular,  denominado
inmunosenescencia, entre ellas enfermedades cardiovasculares, cancer, osteoporosis
[138]. Estas anomalias se asemejan con cambios observados en el sistema inmune
adaptativo en edades avanzadas. Ademas, el retraso en el diagndstico perinatal, que atin
es frecuente en nuestra region, conlleva al retraso en el inicio de TARVc en nifios y
adolecentes, lo cual podria acelerar el envejecimiento celular prematuro. El mecanismo
patogénico que subyace al aumento de la senescencia ain no se conoce bien. La
activacion y la inflamacion, debido a la persistencia de una pequefia fraccion de viriones
liberados desde células latentemente infectadas, podria estar jugando un papel clave en
la via senescente, y ademas provocar cambios en los mecanismos homeostaticos

inmunes [139].

1.9. Reservorios del HIV-1

Si bien el TARVc ha logrado modificar el curso clinico y el prondstico de la
infeccion por HIV-1, mejorando notablemente la sobrevida y calidad de vida de las
personas que viven con este virus, por si mismo no es curativo. Esto se debe al rapido
establecimiento de variantes del HIV-1 con capacidad replicativa (no defectivas) en
células de larga vida luego de la infeccion, donde el virus puede permanecer durante
mucho tiempo en un estado de silenciamiento, conocido como latencia viral. Estas
células infectadas escapan al reconocimiento por parte del sistema inmune y los
antirretrovirales, y son las responsables del rebote de la CVp en ausencia de tratamiento,
por lo que se las denominan reservorios del HIV-1 [140]. Hoy en dia, estos reservorios

representan la principal barrera contra la cura de la infeccion por HIV-1.
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1.9.1. Latencia

Existen varios mecanismos celulares que contribuyen con el establecimiento y la
persistencia del HIV-1 latente. Entre los principales se encuentran la formacion de
estructuras compactas de cromatina (heterocromatina) sobre las LTR del HIV-1, que
son mantenidas por la actividad de las histonas deacetilasas y otras proteinas
regulatorias; y la ausencia de factores transcripcionales del hospedador necesarios para
la transcripcion del HIV-1, como ser NF«B y el factor de elongacion de la transcripcion
PTEF-b [141]. Ademas de la latencia inducida por el nivel de condensacion del
cromosoma, existen mecanismos de regulacion de la actividad transcripcional del HIV-
1 mediada por los nucleosomas. Sorprendentemente, los nucleosomas nuc-0 y nuc-1 se
forman dentro del 5'LTR del provirus, incluso cuando la integracion sucede en regiones
de eucromatina [142]. Estos nucleosomas ocupan los sitios de union de varios factores
de transcripcion necesarios para la expresion génica del HIV-1 y de esta manera regulan
la actividad transcripcional basal en el 5'LTR. La reactivacion del provirus latente
producida por estimulos externos estd estrechamente asociada con la remodelacion de
nuc-1. El mantenimiento de nuc-1 depende del estado de acetilacion de las histonas, por
lo que los inhibidores de la histona deacetilasa promueven la remodelacion efectiva de

nuc-1 y en consecuencia la activacion de la transcripcion del HIV-1 [143].

La metilacion del ADN es otro mecanismo que colabora con el mantenimiento de
la latencia del HIV-1. Se observo que la metilacion in vitro de las islas CpG que
flanquean el sitio de inicio de la transcripcion del HIV-1 conlleva a la latencia del virus
[144]. Ademas, otro factor que contribuye a la latencia es la interferencia producida por
la actividad promotora de la transcripcion del hospedador que evita la transcripcion

efectiva del provirus [145].

1.9.2. Estimacién del tamaro de los reservorios del HIV-1

La medicién del tamafio del reservorio es compleja, ya que el numero estimado
de células infectadas con el HIV-1 que persisten a lo largo de varios afios de TARVc
efectivo es muy baja y difiere segin la metodologia empleada [146,147].
Aproximadamente 100-1.000 células T CD4" por millon presentan genomas de ADN de
HIV-1 (ADN-HIV) (intactos y defectivos), pero s6lo una pequefia fraccion de dichos

genomas es capaz de producir ARN-HIV (infectivo y no infectivo) y una fraccién aun
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menor es la que puede producir viriones capaces de infectar otras células (variantes con
capacidad replicativa, ver Figura 1.6). Asimismo, estas variantes con potencial
replicativo se pueden encontrar en distintos estados de latencia, siendo algunas de ellas
facilmente inducibles y cuantificables mediante técnicas de cultivo celular, mientras que
otras requieren procesos de estimulacidn mas complejos para revertir la latencia in vitro
y por ende son dificilmente cuantificables [148]. Las metodologias de cultivo que
permiten cuantificar el numero de células infectadas que son capaces de liberar viriones
se denominan en inglés quantitative viral outgrowth assays (QVOA) y son el método de
referencia para la estimaciéon del tamano del reservorio del HIV-1 [149,150]. No
obstante, es importante destacar que el QVOA tiende a subestimar el tamafo del
reservorio, debido a que existe una fraccion de células infectadas con variantes
potencialmente replicativas que no pueden ser activadas in-vitro, y en consecuencia no
son detectadas por el método. En contraste con el QVOA, las metodologias moleculares
que miden las diferentes formas de genoma de ADN-HIV sobreestiman el tamaio real
del reservorio, ya que detectan por igual aquellas variantes con y sin capacidad
replicativa. Por lo expuesto, se puede afirmar que hasta el momento no se ha
identificado un biomarcador confiable que permita medir de forma precisa el tamafio del
reservorio circulante. Sin embargo, se reportdé que las cargas de ADN-HIV total,
integrado y episomal son marcadores importantes para la caracterizacion de los
diferentes estadios de los reservorios [151]. Estos marcadores tienen la ventaja de poder
ser medidos mediante metodologias accesibles y relativamente poco complejas de
realizar en un laboratorio de biologia molecular. Respecto a las formas episomales del
HIV-1 como marcador del reservorio, cabe mencionar que surgen como consecuencia
de un proceso de replicacion fallido, en donde el genoma de doble hebra de ADN de
HIV-1 en lugar de integrarse al genoma de la célula infectada se circulariza. Esta
circularizacion del genoma de ADN-HIV puede surgir como consecuencia de la
recombinacion homologa o la ligacion de las dos LTR flanqueantes, dando lugar a los
circulos de 1-LTR o 2-LTR, respectivamente [152,153]. Los circulos de 2-LTR se
pierden muy répido en la poblacion de células en division, por lo que su presencia seria
un indicador de nuevas infecciones o una replicacion viral en curso [154,155]. Otro de
los marcadores que permite evaluar la activacién de los reservorios virales es el ARN-
HIV intracelular en sus dos formas: ARN-HIV no procesado y procesado. Hasta el
presente, la medida de este marcador es la unica que ha presentado una fuerte

asociacion con el tiempo de remision virologica en ausencia de TARVce [156].
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Figura 1.6. Perfil de los diferentes tipos de provirus que se pueden encontrar en las células T CD4*
en reposo.

Se determindé mediante ensayos in vitro que luego de una primera ronda de activacion, mediada por
fitohemaglutinina (PHA), las células T CD4" en reposo infectadas con HIV-1 son capaces de producir
viriones, que tienen la capacidad de infectar otras células (viriones replicativo-competentes). Sin
embargo, la gran mayoria de los provirus no son inducidos luego de dicha ronda de activacion. Esto se
debe, por un lado, a que la mayoria de los provirus no inducidos son defectivos, es decir, presentan largas
deleciones internas, hipermutaciones G -> A, entre otros defectos. Por otro lado, existe una pequefia
proporcion de provirus no inducidos que presentan un genoma completamente funcional, y que luego de
sucesivas rondas de activacion son capaces de producir viriones. Estos provirus funcionales no inducidos
son dificilmente cuantificables mediante QVOA, mientras que los ensayos de PCR son capaces de
detectar dichos provirus como asi también el resto de los provirus. La figura fue extraida y modificada del
reporte de Bruner et al. [146].
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1.9.3. Mantenimiento del reservorio de HIV-1

En la actualidad, atin se encuentra en debate si el TARVc detiene por completo la
replicacion del HIV-1. Esto se debe a que si bien, los tratamientos antirretrovirales
actuales suprimen la CVp hasta valores que estan por debajo del LD de los ensayos
comerciales (<20-50 copias/mL), se detectd en pacientes bajo TARVc efectivo muy
bajos niveles de virus en plasma, mediante ensayos de alta sensibilidad (1 copia/mL)
[157-159]. Este bajo nivel de virus en plasma, bajo TARVc efectivo, se conoce como
viremia residual. La viremia residual por si misma no es evidencia de replicacion viral
bajo TARVc. Los TARVc actuales tienen la capacidad de inhibir la unién y fusion,
trascripcion reversa, integracion o maduracion de las particulas virales luego de ser
liberadas hacia el exterior de la célula infectada. Sin embargo, estos TARVc no son
capaces de evitar la transcripcion del provirus, su traduccion, ni tampoco el ensamble y
exocitosis de las particulas virales, por lo que en consecuencia no previenen la

produccioén o liberacion de virus en las células latentemente infectadas.

El hecho de que actualmente no se pueda determinar de forma conclusiva si hay
replicacion viral bajo TARVc, y en consecuencia si este es uno de los mecanismos
involucrados en el mantenimiento de los reservorios del HIV-1, radica en que la
mayoria de los marcadores de replicacion viral también reflejan la produccion de virus a
partir de los reservorios latentes (ver Figura 1.7). Sin embargo, determinados
marcadores viroldgicos se manifiestan de forma diferencial cuando el virus replica y
cuando el virus se produce a partir de la activacion de células latentemente infectadas.
Algunos de estos marcadores son los productos labiles del proceso de transcripcion
inversa, como ser los genomas de ADN lineales no integrados y los circulos de 1-y 2-
LTR. Se ha reportado que las formas lineales no integradas de ADN de HIV-1 son
inestables, ya que pueden ser degradadas por las exonucleasas celulares [160,161]. Por
ello, su deteccidon en pacientes con TARVc¢ efectivo podria ser un indicador de infeccién
reciente, y, en consecuencia, un marcador de replicacion viral residual. No obstante, la
estabilidad de estas formas episomales es controversial, tal como se mencion6
anteriormente, y por lo tanto su funcién como marcador esta en duda. Por otro lado, es
importante considerar que las formas de ADN viral no integrado pueden producirse
también a partir de la activacion de células infectadas en estado de latencia en pacientes
con TARVc que incluyan inhibidores de la integrasa como principal efector de la

respuesta antiviral (ver Figura 1.7). Por lo tanto, su medicién no proporciona de manera
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inequivoca evidencia de replicacion residual en todos los pacientes bajo TARVc

efectivo.
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Figura 1.7. Diferencias entre replicacion viral en curso y produccién de virus desde el reservorio.

Los parametros evaluados para determinar si existe replicacion viral bajo TARVc se muestran en rojo, e
incluyen la expresion de ARN viral, viremia residual, formas lineales no integradas, circulos de 1- y 2-
LTR, y la acumulacién de mutaciones (evolucion viral). De acuerdo al régimen antirretroviral la mayoria
de estos parametros no distinguen entre replicacion viral residual y activacion de células infectadas con
HIV-1 latente. En el caso de los TARVc basados en INSTI todos estos parametros pueden estar presentes
a excepcion de evolucion viral. Este Gltimo pardmetro es el tinico marcador inequivoco de replicacion
viral residual. La figura fue extraida y modificada del reporte de Eisele et al. [140].
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La progresiva acumulacion de cambios en el genoma de HIV-1, debido en gran
medida a la elevada tasa de error de la transcriptasa inversa, es una caracteristica
inevitable de la replicacion de HIV-1 [162]. Por lo tanto, la evidencia de evolucion viral
bajo TARVc efectivo seria un claro marcador de replicacion viral. Recientemente,
Lorenzo-Redondo et al. [163] reportaron la presencia de replicacion viral bajo TARVc
efectivo en nddulos linfaticos y el subsiguiente trafico de dichas nuevas células
infectadas al torrente sanguineo. Si bien este trabajo se encuentra en sintonia con otros
pocos trabajos previos [164,165], la mayoria de los estudios realizados hasta el
momento no encontraron evidencia de evolucion bajo TARVc efectivo [166—169]. Al
contrario de los resultados reportados por Lorenzo-Redondo y colaboradores, todos
estos ultimos trabajos aportaron clara evidencia acerca de que la persistencia y
proliferacion homeostatica de células infectadas previo al TARVc son los principales

mecanismos de persistencia de los reservorios.

Entendiendo que aun resta alcanzar un mayor conocimiento sobre los
mecanismos involucrados en el mantenimiento de los reservorios, sobre todo en

poblaciones pediatricas, se abordara en el presente trabajo dicha problematica.

1.9.4.Cura

Actualmente, existen dos modelos de cura del HIV-1, uno basado en la completa
eliminacion del reservorio viral, denominado cura “esterilizante”, y otro basado en la
ausencia de replicacion viral, ain en presencia de genomas virales latentes y/o
defectivos, la cual se denomina cura “funcional”. Desde el advenimiento de la epidemia
de HIV-1 hasta el presente, solo existe un caso de cura “esterilizante”, conocido como
“el paciente de Berlin” [170]. El paciente, recibidé un trasplante alogénico de células
madre (HSCT por sus siglas en inglés) de un dador homocigota para la variante
defectiva del gen CCRS5 (denominada CCRS5 A32), el cual codifica para uno de los dos
principales co-receptores de ingreso del HIV-1 a las células blanco. Cabe mencionar,
que el trasplante fue indicado para el tratamiento de la leucemia que presentaba el
paciente. Recientemente, se reportd otro caso de posible cura en Londres, en donde un
paciente HIV-positivo y bajo TARVc recibié un HSCT de un donante CCR5 A32/A32
para el tratamiento de un linfoma de Hodgkin. El paciente suspendio el TARVc luego

de 16 meses pos-trasplante y estuvo 18 meses con niveles indetectables del virus en
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plasma en ausencia de TARVc [171]. En pediatria, se reporté de manera inicial un caso
de cura en EE. UU, donde una bebé HIV-positiva mediante TV inici6 TARVc a las 30
horas de vida, ya que la madre no pudo realizar la profilaxis antirretroviral [172]. La
bebé logrd tener CVp no detectable al mes de inicio del TARVc, pero luego de 18
meses abandon6 dicho tratamiento. A pesar de ello, la CVp se mantuvo indetectable
hasta los 27 meses de haber suspendido la medicacion, momento en que tuvo un rebote
de la carga viral (con CVp detectable en por lo menos dos muestras consecutivas) [173].
Este ultimo caso fue muy conocido debido a las expectativas que gener6 alrededor de
una posible una cura del HIV-1 bajo TARVc, tal es asi, que a este caso hoy se lo conoce
internacionalmente como “Mississippi baby”. Si bien esta paciente no logro la cura, el
estudio en muestras muy cercanas al nacimiento permitié6 demostrar, por un lado, que el
establecimiento del reservorio viral ocurre muy tempranamente, como se demostrd en
estudios en primates [112], y por otro lado, el TARVc temprano limita el tamafo del

reservorio.

Por otro parte, como se mencion6 anteriormente, existen controladores de élite
que mantienen un control adecuado de la infeccion, con cargas virales indetectable y sin
deterioro inmunoldgico evidente durante periodos prolongados en ausencia del TARVc
[174]. A pesar de que, estos individuos logran un control efectivo de la replicacién viral,
aun es tema de debate médico si requieren o no iniciar TARVc, porque presentan
mayores niveles de activacion celular e inflamacion comparados con individuos HIV-
negativos. También, en algunos casos se ha descrito el desarrollo de inmunodeficiencia

y progresion clinica de la infeccion a largo plazo.

Otro grupo con caracteristicas particulares, son aquellos pacientes adultos que
comenzaron el TARVc en forma muy temprana en el curso de la infeccion aguda, y que
luego de interrumpir el tratamiento mantuvieron la CVp no detectable durante varios
anos. A dichos individuos se los conoce en inglés como post-treatment controllers
[175]. Recientemente, se ha informado sobre un caso de TV en Francia, en el que un
nifio con diagnostico confirmado por deteccion de ADN-HIV y CVp >6 logio
copias/mL inici6 TARVc al tercer mes de vida; dicho tratamiento fue suspendido por la
familia alrededor de los 6 afios de edad, pero luego de més de 11 afios sin tratamiento
continia con CVp indetectable [176]. Estos casos, que logran el control de la
replicacion en ausencia de TARVc, se los considera casos de “cura funcional” o

remision viroldgica sostenida.
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Es muy probable que una tnica estrategia no sea suficiente para alcanzar la cura
de la infeccion por el HIV-1. Sin embargo, hoy en dia se encuentran en curso distintas
lineas de investigacion muy promisorias centradas en la cura del HIV-1. Una de estas
lineas busca determinar si las infusiones o inyecciones periddicas de BNAbs pueden
prevenir la adquisicion del HIV-1, asi como suprimir el virus en las personas HIV-
positivas [177,178]. Otra linea de investigacion tendiente a la cura del HIV-1 y que ha
sido muy estudiada en los ultimos afios, es el uso de una combinacion de agentes

reversores de la latencia, para reactivar y eliminar el virus presente en los reservorios.

Dilucidar los factores del hospedador y del virus, que son claves para controlar la
infeccion, permitira desarrollar modelos predictivos para identificar pacientes
candidatos para la suspension del TARVc o nuevas estrategias de cura. Por ello, entre
los principales objetivos del presente trabajo se encuentra el de profundizar en el
conocimiento del comportamiento de los reservorios del HIV-1 en nifios, nifias y
adolescentes con TARVc temprano, efectivo y sostenido. De este modo, se busca
identificar los determinantes que influyen en el establecimiento y mantenimiento de los

reservorios y, posiblemente en la remision virolodgica sostenida en ausencia de TARVc.
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2. OBJETIVOS



2.1. Objetivos generales

A pesar de la eficacia del TARVc en el control de la replicacion del HIV-1 en el
plasma, la erradicacién del mismo aun no posible. El principal obstaculo en la cura del
HIV-1 es el rapido establecimiento y la permanencia indefinida de los reservorios
virales. Es por esto, que el estudio de dichos reservorios podria aportar evidencia acerca
de la respuesta de los pacientes frente a nuevas estrategias terapéuticas, ademds de

poder predecir el éxito de la remision viroldgica al interrumpir el TARVc efectivo.

En los ultimos afios, si bien se iniciaron diferentes estudios para caracterizar los
reservorios del HIV-1, principalmente en poblaciones adultas, resultan escasos aun los
reportes en poblacion pedidtrica. La hipotesis del presente trabajo plantea que cuanto
mas temprano es el inicio del TARVc efectivo, mayor es la limitacion al
establecimiento del reservorio de HIV-1 y, al mismo tiempo, mayor es la dindmica de
decaimiento del mismo bajo SV sostenida. Asimismo, se plantea que durante la SV el
principal mecanismo de persistencia del reservorio es la proliferacion de células latentes

e infectadas previo al inicio del TARVc.

El objetivo general de este trabajo es determinar la dindmica de establecimiento y
mantenimiento del reservorio de HIV-1, a partir del desarrollo de metodologias para la
medicion del tamafo y la caracterizacion de las variantes virales de los reservorios,
adaptadas a las cepas circulantes en nuestra region. Al tiempo que, mediante estos
estudios, se podra determinar la influencia del perfil inmunolégico, y el tipo y tiempo de

respuesta al TARVc en la dindmica de los reservorios.

2.2. Objetivos especificos

L. Disefiar, desarrollar y evaluar el desempeiio de metodologias cuantitativas de

diferentes marcadores moleculares, para la caracterizacion de los reservorios del HIV-1:

e PCR en tiempo real para la medicion de las diferentes formas de genoma de

ADN-HIV: total y circulos de 2-LTR.

e PCR en tiempo real para la medicion de los transcriptos no procesados de HIV-
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I1. Estudiar el impacto de la eficacia del TARVc en el tamafio de los reservorios del
HIV-1, mediante la evaluacion de dos grupos de nifias y nifios HIV-positivos mediante
TV, en donde uno presentd una respuesta favorable al TARVc¢ (respondedores, R) y el

otro no (no respondedores, NR).

e Determinar la diferencia entre los grupos R y NR en la evolucion del nivel de

ADN-HIV total previo y posterior al inicio de TARVc.

e Determinar qué correlacion hay entre los niveles de ADN-HIV y CVp antes y

después del inicio de TARVe.

II1. Estudiar la dindmica del tamano de los reservorios del HIV-1 en nifias y nifios
con supresion viral sostenida y determinar el impacto de la edad de inicio de la

supresion viral en el decaimiento de dichos reservorios.

e Establecer la dindmica del nivel de ADN-HIV total y de la frecuencia de
circulos de 2-LTR.

e Determinar en que medida la edad de inicio de TARVc y de supresion viral

afectan la dinamica de los niveles de ADN-HIV total y de circulos de 2-LTR.

e Estudiar en qué medida la aparicion transitoria de virus en el plasma, durante la

supresion viral sostenida, afecta la dinamica del tamafio de los reservorios del HIV-1.

IV.  Estudiar los mecanismos de persistencia del reservorio de HIV-1 en circulacion,
mediante la evaluacidon de patrones de replicacion viral y expansion clonal en nifias y
nifos HIV-positivos mediante TV, que alcanzaron la supresion viral tempranamente y

que perduraron en dicha condicion por més de 6 afos.

e Evaluar el decaimiento en los niveles de ADN-HIV total y circulos de 2-LTR, y
determinar la actividad transcripcional del virus, mediante la medicion del nivel de

ARN-HIV no procesado.

e Evaluar en que medida la sefial de anticuerpos anti-HIV-1 varia durante la

supresion viral sostenida.

e Determinar la existencia de replicacion viral bajo TARVc efectivo, mediante el

estudio de la evolucion genética del reservorio latente en circulacion.
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e Evaluar la dindmica de las variantes virales durante la supresion viral sostenida y

determinar la estabilidad de las variantes presentes previo al inicio de dicha condicion.
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3. MATERIALES Y
METODOS



3.1. Cronologia del proceso metodolégico

En primera instancia se realizd el disefio experimental, mediante el cual se
evaluaron, seleccionaron y estratificaron los pacientes a incluir en el estudio, de acuerdo
a los objetivos planteados. En esta etapa también se determinaron las metodolédgicas y
los analisis estadisticos necesarios para el desarrollo del presente trabajo. En segunda
instancia, se disefiaron, desarrollaron y validaron los ensayos de PCR en tiempo real
cuantitativos, para la estimacion del tamafo del reservorio de ADN y ARN circulante
del HIV-1. Es importante mencionar, que dichos ensayos se fueron optimizando
constantemente en cuanto a la sensibilidad, ya que en gran medida se estudiaron
pacientes con CV indetectables durante varios afos. Durante esta segunda etapa también
se evalud el desempeno de las metodologias, esto es la eficiencia de amplificacion,
rango dinamico y reproducibilidad, y se realizd la estandarizacion de los ensayos
desarrollados. Una vez determinado el desempefio de cada metodologia, se procedid al
estudio de los distintos grupos de pacientes. Con estos resultados y diferentes datos
clinicos que fueron recolectados en paralelo, se crearon distintas bases de datos.
Finalmente, a partir de estas bases de datos se realizaron distintos analisis estadisticos

con el objetivo de determinar la veracidad de las hipdtesis planteadas en este trabajo.

3.2. Grupos de Estudio

Se estudiaron muestras de sangre periférica de nifios, nifias y adolescentes HIV-
positivos mediante TV, que nacieron entre 1990 y 2014, y que concurrieron al Hospital
de Pediatria "Prof. Dr. Juan P. Garrahan" para el diagnostico de la infeccion perinatal
y/o seguimiento de la infeccion por HIV-1. De todos ellos se obtuvo el consentimiento
informado de los padres o tutores. Asimismo, este estudio cuenta con la aprobacion del
Comité Revisor y de Etica en Investigacion del Hospital de Pediatria "Prof. Dr. Juan P.

Garrahan" (Protocolo: 856/2015).

El diagnostico precoz de la infeccion por el HIV-1 se realizd siguiendo los
criterios establecidos por el CDC [179]. Las nifas y los nifios menores de 18 meses de
edad que presentaron dos determinaciones separadas de PCR con resultado positivo

para la deteccion de HIV-1, fueron considerados HIV-positivos. Mientras que las nifias
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y los nifios con edad igual o superior a los 18 meses que presentaron deteccion de

anticuerpos anti-HIV-1 en el suero fueron consideraron HIV-positivos.

La seleccion de los pacientes y muestras, de acuerdo a los criterios de inclusion
que se describen en los parrafos siguientes, se realizd6 mediante el uso del Sistema
Informatico Garrahan, que reune las historias clinicas informatizadas de los pacientes, y
de la herramienta informatica SISGEN-HIV, que interactiia con la primera y constituye
una base de datos personalizada con informacion epidemioldgica y de laboratorio de los
pacientes HIV-positivos. La cohorte de pacientes HIV-positivos al momento del estudio

y sobre la cual se realizo la seleccion fue de 1052 pacientes.

I. Para evaluar el impacto de la respuesta al TARVc en el tamafo de los
reservorios del HIV-1, se estudiaron de forma longitudinal 18 pacientes pediatricos
HIV-positivos mediante TV y que nacieron entre 2003 y 2013. Por cada paciente se
estudi6 una muestra previa al inicio de TARVc (pre-TARVc) y una o dos muestras
durante el TARVc (pos-TARVc). Los pacientes fueron agrupados de acuerdo a la
respuesta al TARVc: respondedores (R) y no respondedores (NR). Se definieron como
R a nifias y nifios que alcanzaron CVp indetectables durante el primer afio de inicio del
TARVec, es decir, que presentaron una respuesta efectiva al TARVc; y NR a aquellos

que no alcanzaron dicha condicion.

II. Para estudiar el impacto de la edad de inicio de la SV sostenida en la dindmica
del tamafo del reservorio de HIV-1, se estudiaron longitudinalmente, al inicio de la SV
(pre-SV) y durante al menos 4 afios de SV, 36 nifos, nifias y adolescentes HIV-
positivos mediante TV. Estos pacientes fueron seleccionados de acuerdo a los criterios
de inclusion que se detallan en la Figura 3.1. Los mismos fueron agrupados de acuerdo
a la edad a la que alcanzaron la SV: Grupo 1 inici6 la SV durante la edad de 1,5 afios,
Grupo 2 entre mas de 1,5 afios y hasta 5 afios, y Grupo 3 superado los 5 afos. La edad
de inicio de la SV sostenida se definié como la edad a la cual se alcanzaron dos CVp
consecutivas debajo del limite inferior de cuantificacion (LIC); y el mantenimiento de
dichos niveles se consider6 como mantenimiento de la SV. La aparicion transitoria de
niveles detectables, pero no mayores a 1.000 copias/mL, durante la SV fueron

admitidos, s6lo si la siguiente CVp fue indetectable.

41



Nifios y adolecentesinfectados con HIV-1 {n=1,1052]

- .
Fallo vroldgico o respuesta
viroldgica incompleta {(n=946)

. vy

Al menos 4 aftos bajo SV {n=106]

- )
Infeccidn por otras vias [n=d)
L _J

r ™
Primer régimen antirretroviral
coh tmono- ¥ bi-terapla {n=55]

" J

Infeccidn con HIV-1 por TV {(n=102)

Triple terapia como régimen inical {n=47)

S

r Muestras no disponihles
Lam ¥ durante Ja SV [n=11)

o

Disponibiliced de muestras (n=36)

Figura 3.1. Poblacién de estudio.

En los recuadros de la derecha se detallan los criterios de exclusion y el numero de pacientes excluidos de
acuerdo a cada criterio.

III. Para el estudio del establecimiento y de la dinamica del tamafio del reservorio de
HIV-1 durante SV sostenida de largo plazo, se estudiaron longitudinalmente (previo al
inicio de TARVc, al inicio de la SV, y durante al menos 6 anos de SV) 5 nifias HIV-
positivas mediante TV, que nacieron entre 2000 y 2009, y que iniciaron TARVc y

alcanzaron la SV antes del afo de vida.

3.3. Obtencion, preparacion y almacenamiento de muestras clinicas

A partir de muestras de sangre periférica obtenidas de forma estéril y
anticoaguladas con EDTA-tripotasico 5%, se separd el plasma mediante centrifugacion
a 1.500 rpm durante 20 minutos. El plasma se almacend a -80°C hasta su posterior
utilizacion en la extraccion de ARN. Subsiguientemente, se diluyé el paquete celular
remanente y se aislaron las células mononucleares totales (CMT) mediante
centrifugacion en gradiente de Ficoll-Hypaque. Se recogio la interfase enriquecida en
células mononucleares, se realiz6 un lavado con solucion fisioldgica y se elimino el

exceso de globulos rojos mediante incubacion con buffer de lisis (Tris-CNHa).

42



Posteriormente, se efectud el recuento de células en un contador hematolégico (CELL-
DYN, Abbott) y se recolectd una fraccion de entre 2 a 5 millones de células, que se
precipitd y almaceno a -20°C para su posterior utilizacion en la extraccion de ADN. En
aquellos casos donde se requeria cuantificar el ARN-HIV no procesado, una fraccion
superior a los 5 millones de CMT se resuspendi6 en 1 mL de dimetilsulféoxido 10% en

suero fetal bovino, y se almacenaron en N> liquido (<-135°C).

3.3.1. Extraccion de ADN en CMT

Para la extraccion de ADN se utilizaron dos metodologias. Una consistio en el
uso de las columnas comerciales QI4damp DNA Mini Kit (QIAGEN), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La segunda se basd en la metodologia de precipitacion
salina descrita por Miller et al[180]. Esta consistio, brevemente, en lisar los leucocitos
durante al menos 3 horas a 55°C con una solucion de Tris-HC1 10 mM, NaCl 50 mM,
EDTA 10 mM, SDS 2 % y Proteinasa K 0,1 mg/mL (Qiagen); eliminar las proteinas
mediante precipitacion salina con NaCl 5M; y finalmente, el ADN se precipitd con

isopropanol y etanol 70 %. El ADN se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

3.3.2. Extraccion de ARN en CMT y plasma

Para la extraccion de ARN-HIV se descongelaron a 37°C durante 10 minutos los
viales de CMT almacenados en N2 y se lavaron en medio de cultivo RPMI. En primera
instancia, el pellet de CMT se resuspendid6 en 1 mL de TR/ Reagent (SIGMA)
[incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente (TA)]. A partir de dicho punto el tubo
permanecid en hielo en todo momento; los procesos de centrifugacion se realizaron a
12.000 xg y 4°C; y los lavados consistieron en la adicién de etanol 75%, el posterior
centrifugado del tubo durante 10 minutos y el descarte del sobrenadante. Luego, se
adicionaron 0,2 mL de cloroformo (incubacién de 5 minutos a TA) y se centrifugd
durante 15 minutos. La fase acuosa superior se traspasé a un tubo nuevo al que se le
adicionaron 0,5 mL de isopropanol 100% (incubacion durante toda la noche a -20°C).
Al dia siguiente, el tubo se centrifugd durante 30 minutos y se realiz6 un lavado. Al
pellet se le agregaron 0,3 mL de H>O de calidad Milli-Q (incubacién 10 minutos a TA),
0,03 mL de acetato de sodio y 0,75 mL de etanol 100% frio (incubacién 1 hora a -

20°C), se centrifugd durante 30 minutos y se realizd un lavado. El pellet se incub6 a TA
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durante 5 minutos para eliminar el exceso de etanol. Finalmente, el pellet se resuspendio

en 20 pL de H>O de calidad Milli-Q.

En cuanto a las muestras de plasma, las mismas se descongelaron en hielo, se
transfirieron 500 mL a un tubo nuevo y se centrifugaron a 24.000 xg y a 4°C durante
una hora. Se descarto la totalidad del sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 mL de
TRI Reagent. Luego, se precedio exactamente igual que con las muestras de CMT

descritas anteriormente.

3.4. Diseno de ensayos de PCR en tiempo real para la cuantificacion del

reservorio de HIV-1 circulante

3.4.1.Diserio y seleccion in silico de cebadores y sondas

A partir de un panel de cebadores especificos contra diferentes regiones del
genoma de HIV-1 utilizado en estudios previos, se seleccionaron aquellas duplas que
presentaron una mayor compatibilidad y especificidad. En primer lugar, se analiz6 la
especificidad de cada cebador individualmente. Para ello, se utiliz6 la herramienta
Sequence Search Interface (Los Alamos National Laboratory) para descargar y alinear
todas las secuencias reportadas para la region /tr/gag de los subtipos circulantes en
nuestra region: B, BF y las formas recombinantes CRF12 BF y CRF17 BF. A partir de
dicho alineamiento, se identifico la regién de unidon de cada cebador y se determind la
variabilidad de cada nucledtido usando la herramienta Sequence Logo Generator
(WebLogo). Esta herramienta, genera una representacion grafica de la secuencia
nucleotidica, donde la altura de cada nucleétido representa la frecuencia de aparicion
del mismo en una posicion determinada en el alineamiento. Los cebadores mas
conservados fueron seleccionados y se les asignaron sus posibles duplas. Seguidamente,
se determino para cada cebador el nivel de formacion de estructuras secundarias en
forma individual y en conjunto con su dupla (energia libre de Gibbs superior a -11
kcal/mol), %GC (30-60%), temperatura de melting (<65°C y una diferencia no mayor a
5°C con su dupla). Finalmente, se evalu6 la especificidad -potencial apareamiento
inespecifico dentro del genoma humano- para cada par de cebadores seleccionados,
mediante la herramienta Primer-BLAST (National Center for Biotechnology

Information), usando la configuracion por defecto.
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Para el disefio de nuevos cebadores se seleccionaron las zonas mas conservadas
de la region /tr/gag de HIV-1 y se delimitaron en tamafio manualmente de acuerdo a la
viabilidad individual de cada cebador y a la compatibilidad con su dupla, siguiendo el

mismo procedimiento y criterio descrito anteriormente.

3.4.2.Desarrollo de estandares para la cuantificacion de ADN de HIV-1

asociado a célula

Para la generacion de los estdndares de cuantificacion de ADN-HIV total y
circulos de 2-LTR, se amplificaron mediante PCR las regiones del genoma del virus
sobre las cuales se disefiaron los cebadores y las sondas, a partir de un pool de pacientes
HIV-1 positivos. Posteriormente, dichos productos de amplificacion fueron clonados en
vectores plasmidicos. La mezcla de reaccion para la amplificacion de las regiones de
ADN HIV-1 total y circulos de 2-LTR consistio en: 2 unidades (U) de la enzima ADN
polimerasa GoTaqg® DNA Polymerase (Promega); 1X del buffer 5X Green GoTaq®
Reaction Buffer (Promega); 0,2 mM de cada desoxirribonucledtido (ANTP); 2 mM de
MgCly; 0,4 uM de los cebadores MH535 y LTR4 para ADN-HIV-1, y MH535 y ENVIN
para los circulos de 2-LTR (ver Tabla 3-1); 250 ng de ADN de un poo! de pacientes
HIV-positivos. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial durante 3 minutos a 94°C; 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C,
60 segundos a 72°C; y una extension final durante 5 minutos a 72°C. Los productos de
PCR fueron analizados en geles de agarosa (Invitrogen) al 2% y 0,6 pg/mL de bromuro
de etidio (Invitrogen). Se utilizd6 un marcador de peso molecular de 100 pb (100-bp

Ladder, Invitrogen) para corroborar el tamafio del amplicon.

Luego de corroborar la presencia de producto de amplificacion, 2 pL del mismo
se clon6 en un vector plasmidico, que posteriormente se utilizd para transformar
bacterias quimicamente competentes mediante el kit comercial TOPO® TA Cloning®
Kit (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de dicho kit, se
obtuvieron colonias de bacterias azules (plasmido sin inserto) y blancas (plasmido con
inserto) de acuerdo a la funcionalidad del gen lacZa presente en el sitio de clonado en el
vector. Se corrobor6 la presencia del inserto de interés mediante colony-PCR. Para ello,
se levanté mediante pipeteo una fraccion de las colonias blancas, se resuspendieron en

10 uL de agua de PCR y se incubaron a 95°C durante 5 minutos. Luego, a partir de 5 pL.
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de dicho producto se determind la presencia de los insertos de ADN-HIV total y
circulos de 2-LTR por PCR, de acuerdo a las condiciones descritas anteriormente para

la generacion de los insertos.

Tabla 3-1. Cebadores y sondas

Ensayo Region genémica Tipo* Nombre  Secuencia (5-3")"
It (HIV-1) Sentido I MHS535 AACTAGGGAACCCACTGCTTAA
G
Itr (HIV-1) Antisentido I LTR-4 AAATCTTGTGGGGTGGCTCC
ADN-HIV total y
ARN-HIV no Itr (HIV-1) Sentido 11 MH531 TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT
rocesado
P gag (HIV-1) Antisentido I1 MH532bis CCGAGTCCTGCGTCGAGAG
FAM-CAGTGGCGCCCGAACAGG
gag (HIV-1) Sonda LTR GA-TAMRA
Itr (HIV-1) Sentido I, 11 MH535 éACTAGGGAACCCACTGCTTAA
Itr (HIV-1) Antisentido [ ENVI gé?g%AATCAGGGAAGTAGCCT
circulos de 2-LTR
Itr (HIV-1) Antisentido I1 MHS536 ?gCACAGATCAAGGATATCTTG
FAM-ACACTACTTGAAGCACTC
fir (HIV-1) — ZLTR ) A\GGCAAG CTTT-TAMRA
gag (HIV-1) Sentido 1 Gag689 ACGCAGGACTCGGCTTGC
gag (HIV-1) Antisentido I Gagl339.a AATCTTGTGGGGTGGCTCC
gag (HIV-1) Antisentido I Gagl339.b RATCYTGTGGGGTGGCTCC
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGT
Preparacion de gag (HIV-1) Sentido II Gag770  ATAAGAGACAGCGGAGGCTAG
libreria para NGS AAGGAGAG
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG
gag (HIV-1) Antisentido I1 Gagll73.a TATAAGAGACAGCTATAGGGT
AATTTTGGCTG
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG
gag (HIV-1) Antisentido I  Gagl173.b TATAAGAGACAGCTATAGGGT
AATTTTGRCTR
beta globina Sentido I BGB-F  GGCAACCCTAAGGTGAAGGC
humana
Gen constitutivo / betaglobina i ontido1  BGB-R  GGTGAGCCAGGCCATCACTA
normalizador humana
beta globina Sonda BGB-P FAM-CATGGCAAGAAAGTGCTC

humana

GGTGCCT-BHQ 1

* Iy IT hacen referencia a la primera y segunda ronda de amplificacion, respectivamente.

® Los fragmentos subrayados corresponden a secuencias adaptadoras necesarias para la secuenciacion en la plataforma de NGS de
Illumina.

Una vez obtenidas y seleccionadas las bacterias portadoras de los plasmidos con
los insertos de interés se purificé el ADN plasmidico mediante el kit comercial i/lustra
plasmidPrep Mini Spin Kit (GE-Healthcare). A continuacion, los plasmidos fueron

manipulados genéticamente para incorporarles una region del gen constitutivo de f-
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globina humana. En primer lugar, el inserto de f-globina humana se gener6 mediante
PCR, a partir de la siguiente mezcla de reaccion: 2U de la enzima ADN polimerasa Taq
DNA Polymerase (Invitrogen); 1X del buffer /10X Taq Buffer (Invitrogen); 0,2 mM de
cada ANTP; 2 mM de MgCly; 0,4 uM de los cebadores BGB-F' 'y BGB-R (ver Tabla
3-1); 100 ng de ADN genomico. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial durante 3 minutos a 94°C; 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30
segundos a 60°C, 90 segundos a 72°C; y una extension final durante 10 minutos a 72°C.
En segundo lugar, se digiri6 el plasmido para su linealizacion, utilizando una enzima de
restriccion de un solo sitio de reconocimiento dentro del plasmido y ninguno dentro del
inserto de interés. Se utilizo la herramienta NEBcutter V2.0 (New England BioLabs)
para seleccionar la enzima de restriccion adecuada. La mezcla de reaccion para la
digestion enzimatica del plasmido fue la siguiente: 10 U de EcoRV enzyme (New
England BioLabs); 1X de /0X Buffer (New England BioLabs); 1 pg de ADN

plasmidico. Se incub6 la mezcla de reaccion durante 15 minutos a 37°C.

Los productos de la reaccion de generacion del inserto y linealizacion del
plasmido se purificaron utilizando el kit comercial llustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (Ge Healthcare), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
Se modificaron los extremos 3" libres del inserto y el plasmido linealizado mediante la
adicion de desoxinucleotidos de adenina y timina, respectivamente. La mezcla de
reaccion para dicha modificacion fue la siguiente: SU de la enzima ADN polimerasa
Taq DNA Polymerase (Invitrogen); 1X del buffer 10X Taq Buffer (Invitrogen); 0,2 mM
de dATP en un caso y dTTP en el otro; 2,5 mM de MgCl; 500 ng de ADN plasmidico
en un caso y 100 ng de producto de PCR en el otro. Las mezclas de reaccion que
contenian el inserto y el plasmido linealizado se incubaron a 72°C por 30 minutos y 2
horas, respectivamente. Se llevd a cabo la ligaciéon del pldsmido con el inserto
utilizando una concentracion 9 veces mayor del primero respecto al segundo, 5 puL de la
enzima ligasa Blunt T/A ligase Master Mix (New England BioLabs), e incubando la

mezcla de reaccion durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Los productos de ligacion se utilizaron para transformar bacterias quimicamente
competentes y luego se purificd el ADN plasmidico. En ambos casos se siguié el mismo
procedimiento descrito en la primera ronda de transformacion. El stock de ADN
plasmidico se cuantifico por quintuplicado, mediante espectrofotometria de microgota

(NanoDrop, Thermo Fisher) y, a partir de la media de dicha concentracion (expresada
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en ng/ul) se determind el numero de copias de ADN-HIV-1/uL mediante la siguiente

relacion:

(X g/uL. ADN / [tamaiio del plasmido en pares de bases x 660]) x 6,022 x 10?3
=Y copias/pL

3.4.3.Desarrollo de estandares para la cuantificacion de ARN de HIV-1 no

procesado

El estandar para la cuantificacion de ARN-HIV asociado no procesado se
desarrollé mediante la transcripcion in vitro del inserto clonado en el plasmido de ADN-
HIV total. Para ello, en primer lugar, se linealizdé el plasmido mediante digestion
enzimatica de acuerdo a la siguiente mezcla y condiciones de reaccion: 10 U de enzima
de restriccion BamHI (Fermentas), 1X de /0X Buffer (Fermentas) y 1 pg de ADN
plasmidico, con una incubacion a 37°C durante 4 horas. En segundo lugar, se purificé el
plasmido linealizado mediante columnas comerciales NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up, (MACHEREY-NAGEL) segun las instrucciones del fabricante. En tercer
lugar, se llevo a cabo la transcripcion in vitro, mediante la siguiente mezcla de reaccion:
2 uL de la enzima ARN polimerasa 77 RNA Polymerase Mix (New England BioLabs);
10 mM de cada ANTP; 1X del buffer /10X Reaction Buffer (New England BioLabs); y 1
ng de ADN plasmidico linealizado. Se homogeneiz6 dicha mezcla de reaccion mediante
vortex y se incubd a 37°C durante 4 horas. En cuarto lugar, para eliminar el ADN
plasmidico el producto de transcripcion (20 pL) se someti6 a un tratamiento con 4U de
la enzima DNase I (Ambion™) y 1X del buffer /0x DNase I Buffer (Ambion™) en un
volumen final de 100 uL y a una temperatura de 37°C durante 1 hora. Se purifico el
ARN siguiendo el protocolo de extraccion de ARN a partir de CMT, descripto
anteriormente, pero utilizando 850 uL de TRI Reagent (SIGMA). Finalmente, el stock
de ARN obtenido se cuantifico por quintuplicado mediante espectrofotometria de
microgota (NanoDrop, Thermo Fisher) y, a partir de la media de dicha concentracion
(expresada en ng/uL) se determiné el numero de copias de ARN-HIV-1/uL. mediante la

siguiente relacion:

(X g/pLL ARN / [tamafio del transcripto en pares de bases x 340]) x 6,022 x
10 =Y copias/pL
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3.4.4. Optimizacion de las condiciones de reaccion

En primer, lugar se determiné la temperatura optima de pegado de los cebadores
utilizando las herramientas web 7m Calculator (Thermo Fisher) y Biomath Calculators
(Promega). Seguidamente, se realiz6 un gradiente de numero de ciclos durante la
primera ronda de amplificacion de cada ensayo de PCR en tiempo real semi-anidada
para determinar a partir de qué ciclo se pierde linealidad en la cuantificacion.
Finalmente, se ajustaron las concentraciones de los cebadores y las sondas de ambas
rondas de amplificacion hasta obtener una eficiencia reproducible y dentro de un rango

de 90% a 105%

3.5. Estimacion del tamano del reservorio de HIV-1 en circulacion

3.5.1. Cuantificacion de ADN-HIV-1 total y circulos de 2-LTR en CMT

El nivel de ADN-HIV total y circulos de 2-LTR, expresado como niimero de
copias de ADN-HIV-total y -2-LTR por millon de CMT respectivamente, se determin6
de manera individual y absoluta mediante PCR en tiempo real semi-anidada. Para
ambos marcadores del tamafo del reservorio, la composicion de la mezcla de reaccion
en la primera ronda de amplificacion fue la siguiente: 2U de la enzima ADN polimerasa
Taq DNA Polymerase (Invitrogen); 1X del buffer 10X Taq Buffer (Invitrogen); 0,2 mM
de cada ANTP; 2 mM de MgCl; 0,15 uM de los cebadores MH535 y LTR4 para ADN-
HIV total, y 0,2 uM de los cebadores MH535 y ENVIN para los circulos de 2-LTR (ver
Tabla 3-1); y 20-500 ng de ADN gendémico. Los ciclados se llevaron a cabo en un
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Las condiciones de
ciclado para ADN-HIV total fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial durante 3
minutos a 94°C; 10 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 63°C con un AT de -
0,6°C/ciclo, 60 segundos a 72°C; 3 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C,
60 segundos a 72°C; y una extension final durante 5 minutos a 72°C. En el caso de los
circulos de 2-LTR, el ciclado consisti6 en: una desnaturalizacion inicial durante 3
minutos a 94°C; 13 ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, y 60 segundos a
72°C; y una extension final durante 5 minutos a 72°C. La segunda ronda de

amplificacion se llevod a cabo en ambos casos mediante PCR en tiempo real utilizando 2

49



pL del producto de la primera ronda en la siguiente mezcla de reaccion: 1X de TagMan
Universal Master Mix (Applied Biosystems); 0,25 uM de los cebadores MH531 y
MHJ532bis para ADN-HIV total, y 0,4 uM de los cebadores MH535 y MHS536 para los
circulos de 2-LTR (ver Tabla 3-1); y 0,16 uM de la sonda TagMan LTR para ADN-HIV
total, y 0,2 uM de la sonda TagMan 2-LTR para los circulos de 2-LTR (ver Tabla 3-1).
En ambos casos, el ciclado se llevd a cabo en el sistema 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) y de acuerdo a las siguientes condiciones: 2 minutos a 50°C; 10
minutos a 95°C; 15 segundos a 95°C; y 60 segundos a 59°C. En paralelo (mismo
ciclado), se cuantifico una region del gen de S-globina humana mediante PCR en tiempo
real para determinar el nimero de células por reaccion. La mezcla de reaccion consintid
en: 1X de TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystem); 0,4 uM de los cebadores
BGB-F y BGB-R (ver Tabla 3-1); 0,18 uM de la sonda TagMan BGB-P (ver Tabla 3-1);
y la misma concentraciéon de ADN utilizada para la reaccion de ADN-HIV total. Tanto
las muestras como los estandares de cuantificacion fueron estudiados por triplicado. Las
curvas estandar para la cuantificacion de ambos marcadores de HIV-1 se construyeron a
partir de diluciones seriadas 1:5 o 1:10 de cada estandar en un rango de 1,1x10° a 7,0 o
3,0x10° a 3,0 copias/reaccion, respectivamente. Mientras que el rango de la curva de

cuantificacion de B-globina humana fue de 5,0x10° a 5,0x10? copias/reaccion.

3.5.2. Cuantificacion de ARN-HIV no procesado

En primer lugar, se llevo a cabo la reaccion de transcripcion inversa de acuerdo a
la siguiente mezcla de reaccion: 10 U/ul. de la enzima transcriptasa inversa
SuperScript™ III RT (Invitrogen); 1X del buffer 5X First-Strand Buffer (Invitrogen);
0,5 mM de cada ANTP; 5 mM de MgCly; 0,01 M de DTT (Invitrogen); 2,5 ng/puL de
Random Primers (Biodiynamics); 2 U/uL del inhibidor recombinante de ribonucleasa
RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific); y 100-800 ng de ARN como
molde. Las condiciones de la reaccion fueron las siguientes: 5 minutos a 65°C, 1 minuto
en hielo, 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C, y finalmente 5 minutos a 85°C para
inactivar la enzima RT. El ADN complementario resultante de esta reaccion, se utilizd
como templado para la primera ronda de amplificacion por PCR en tiempo real semi-
anidada. Para esta PCR, tanto en la primera como segunda ronda, se usaron las mismas

condiciones de reaccion de la PCR en tiempo real semi-anidada anteriormente descrita
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para la cuantificacion del niumero de copias de ADN-HIV total (igual mezcla de
reaccion, incluyendo los cebadores, y el ciclado). Finalmente, la curva estandar se
realiz6 a partir de diluciones seriadas 1:5 o 1:10 del estandar en un rango de 1,1x10° a

7,0 0 3,0x10° a 3,0 copias/reaccion, respectivamente.

3.6. Dinamica y relacion filogenética de las variantes de HIV-1 en CMT
durante TARVc efectivo y prolongado

El proceso de obtencion y andlisis de las variantes virales en circulacion conllevo
una serie de pasos, los cuales se abordan a continuacion, pero que a modo de guia y para

una mejor comprension de los mismos se esquematizan en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Flujo de trabajo para la obtencion y analisis de variantes virales.

3.6.1. Construccion de las librerias y secuenciacion de nueva generacion

Se amplifico mediante PCR anidada una region de 423 pb del gen gag de HIV-1,
en muestras de ADN extraidas a partir de CMT antes del inicio del TARVc yla SV, y
durante 6 a 15 afos de SV. Ademas, dicha regioén se amplifico por triplicado a partir del

plasmido pNL4-3 (contiene una copia de tamafno completo y funcional de un clon de
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HIV-1 de subtipo B) para calcular la tasa de error del proceso de secuenciacion descrito
mas adelante. La primera ronda de amplificacion consistio en la siguiente mezcla de
reaccion: 0,75U de la enzima ADN polimerasa GoTag® DNA Polymerase (Promega);
1X del buffer 5X Colorless GoTaqg® Reaction Buffer (Promega, en concentracion 1X
contiene 1,5 mM de MgCl,); 0,2 mM de cada ANTP; 0,5 mM de MgCl; 0,2 uM del
cebador Gag689, 0,1 uM de los cebadores Gagl339.a y Gagl339.b (ver Tabla 3-1); y,
aproximadamente, 500 ng de ADN gendémico. Las condiciones de ciclado fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial durante 3 minutos a 94°C; 11 ciclos de 30 segundos
a 94°C, 45 segundos a 58°C con un AT de -0,7°C/ciclo, 45 segundos a 72°C; 10 ciclos
de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C, 45 segundos a 72°C; 14 ciclos de 30
segundos a 94°C, 45 segundos a 53°C, 45 segundos a 72°C; y una extension final
durante 2 minutos a 72°C. La segunda ronda de amplificacion se llevo a cabo utilizando
2,5 uL del producto de la primera ronda y la misma mezcla de reaccion, excepto por los
cebadores, que en este caso fueron Gag770, Gagl173.a'y Gagl173.b (ver Tabla 3-1) en
una concentracion igual a 0,25, 0,13 y 0,13 puM, respectivamente. Los productos de
PCR fueron analizados mediante electroforesis capilar (QIAxcel, QIAGEN) utilizando
el cartucho QIAxcel DNA High Resolution Kit y el marcador de peso molecular QX
Alignment Marker 15 bp/3 kb.

El siguiente paso del proceso de secuenciacion de nueva generacion (NGS por
sus siglas en inglés) consistio en la preparacion de las librerias de amplicones, que
basicamente consiste en la adaptacion de los amplicones generados anteriormente para
su secuenciacion. Para ello, se siguieron exactamente los mismos procedimientos
descriptos en el protocolo "Preparing 16S Ribosomal RNA Gene Amplicons for the
lllumina  MiSeq System" (https://support.illumina.com/documents/documentation/
chemistry _documentation/16s/). Las librerias generadas se secuenciaron en la

plataforma MiSeq (Illumina), usando el kitMiSeq Reagent Kits v2 500 Cycles PE.

3.6.2. Analisis bioinformatico: Procesamiento de las secuencias obtenidas

El kit de secuenciaciéon empleado se basa en la secuenciacion por lecturas
pareadas (del inglés paired-end), lo cual significa que el equipo produce dos secuencias
a partir de un mismo fragmento de ADN, iniciando cada una desde los extremos

opuestos de dicho fragmento. Es por ello que, a partir de la secuenciacion se obtuvieron
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2 archivos FASTQ (R1 y R2) por muestra, en donde cada uno retine a todas las
secuencias o lecturas producidas desde un mismo extremo del fragmento secuenciado e
incluye valores de calidad de secuenciacion por cada base. Estas lecturas obtenidas se
procesaron de acuerdo a su calidad. Para ello, se recortaron los nucleo6tidos de los
extremos de cada lectura que no superaron un valor de corte de calidad igual a 25 por un
lado, y por el otro, por ventanas de 4 nucleotidos, si en promedio su calidad no superaba
un valor de corte de 20. A su vez se eliminaron las lecturas de menos de 150

nucledtidos. Este proceso se realiz6 usando el software Trimmomatic v0.36.

Para reconstruir la identidad de cada variante del fragmento de 423 pb del gen
gag, se llevd a cabo un proceso de ensamblado con referencia, que consistidé en unir
cada lectura con su correspondiente pareja (lectura de R1 con su pareja en R2), siempre
que estén solapadas por un minimo definido de bases. Posteriormente, se descartaron las
secuencias repetidas para obtener un set de variantes unicas, que fueron mapeadas
contra una secuencia de referencia para descartar ensamblados no correspondientes con
la region de interés. Una vez reconstituidas las variantes, se estim6 su frecuencia de
acuerdo a la cantidad de secuencias repetidas mencionadas anteriormente. Para esta
etapa, se utilizd el software SAVAGE v0.4.0, y como secuencia de referencia una
secuencia consenso del set de pacientes estudiados y obtenida previamente por
secuenciacion de Sanger. El solapamiento minimo entre lecturas R1 y R2 se configurd

en 20 nucleotidos idénticos y el largo minimo de ensamblado final en 300 nucleotidos.

Una vez reconstituidas las variantes para cada muestra, estas se procesaron para
minimizar los sesgos ocasionados por los posibles errores de amplificacion,
secuenciacion y remuestreo. Este proceso consistid en hacer un alineamiento multiple
de secuencias por muestra, para luego agrupar las variantes que se encontraron por
debajo de la tasa de error de secuenciacion con aquellas secuencias relacionadas que se
encontraron por encima de dicha tasa, siempre y cuando la diferencia entre las mismas
no sea superior a un nucledtido en una matriz de distancia. Este agrupamiento de
variantes relacionadas se denomina haplotipo y su frecuencia final surge de la sumatoria
de las frecuencias individuales de las variantes que lo constituyen. Las variantes con
frecuencia inferior a la tasa de error remanentes, que no agruparon con ninguna
mayoritaria, fueron eliminadas. Para este proceso se desarrolld un script utilizando el
lenguaje de programacion Python. Luego, debido a que el objetivo del presente trabajo

fue estudiar el reservorio de HIV-1, el cual incluye solo variantes no defectivas o
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potencialmente replicativas, se eliminaron los haplotipos con codones de terminacion
prematuros e hipermutaciones, a los que se definié como haplotipos defectivos. Para
clasificar las secuencias en hipermutadas y no hipermutadas, se contd el niumero de
mutaciones en posiciones que no fueron variables en los haplotipos obtenidos pre-
TARVec. Los haplotipos obtenidos de muestras en SV que presentaron mas de 4
mutaciones en dichas posiciones y donde la mitad de esas mutaciones fueron G -> A, se
clasificaron como hipermutadas. Este andlisis se llevd a cabo usando la herramienta

Hypermut de Los Alamos HIV databases and compendiums [181].

Finalmente, se represent6 la composicion y dindmica de haplotipos no defectivos
en los distintos tiempos de muestreo para cada paciente, mediante un diagrama de
Sankey. Para la reconstruccion de este diagrama, primero se identificaron los haplotipos
idénticos entre los distintos tiempos de estudio, mediante un script en R v3.3./ usando el
paquete BiocManager, para poder enlazarlos en el grafico. Luego, se representaron
graficamente, y de forma distintiva, los haplotipos idénticos y aquellos que aparecieron

solo en un tiempo de muestreo utilizando la libreria de JavaScript D3.js y HTML

3.6.3. Andlisis filogenético

La primera etapa de un andlisis filogenético consiste en construir una matriz con
secuencias alineadas entre si. Por ello, se construyd una matriz por cada paciente, en
donde se incluyeron todos los haplotipos obtenidos pre-TARVc, al inicio de la SV y a lo
largo de la misma. Los alineamientos se realizaron mediante el software AliView v1.24
[182], y cuando fue necesario se editaron manualmente. Como se menciond en la
seccion 3.6.2, las secuencias cortas, con codones de terminacion prematuros y/o

hipermutaciones fueron eliminadas del analisis.

Luego, se estudiaron las relaciones filogenéticas entre los haplotipos mediante el
método de maximum likelihood usando el software PhyML v3.0 en su formato web
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) [183]. La seleccion del modelo de sustitucion
de nucledtido que se ajustd a las matrices de secuencia, se realizd mediante la opcion
"Automatic model selection by SMS" [184]. Como grupo externo (out group) se utilizd
una secuencia consenso de subtipo B obtenida de la base de datos Los Alamos National
Laboratory (http://www.hiv.lanl.gov/). El analisis de bootstrap se realizd con 100

réplicas.
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Finalmente, para evaluar la estructura temporal en los arboles, se determiné la
correlacion entre la distancia de los haplotipos obtenidos a los distintos tiempos de
muestreo en SV y aquellos presentes en la primera muestra (al inicio del TARVc),
mediante el analisis de root-to-tip distance y utilizando el software TempEst vi1.5.1

(Temporal Signal Investigation Tool) [185].

3.7. Analisis estadistico.

Las trayectorias del nivel de ADN-HIV-1-total en CMT, en la fraccion de células
T CD4" y en sangre entera durante 4 afios de SV se estimaron mediante modelos
lineales mixtos con una pendiente aleatoria para cada individuo. Se incluyd en el
modelado un cambio en la pendiente a los 2 afios de SV para minimizar el criterio de
informacion de Akaike y debido a los cambios en el recuento de las poblaciones de
células inmunes que ocurren durante los primeros afios de vida en los nifios. Para la
construccion del modelo final se estudid la inclusion de las siguientes variables fijas:
edad al comienzo de la SV, presencia de rebote de la CVp, ambas expresadas en forma

categorica; esquema de TARVc (INNTI o IP); y la CVp basal (pre-SV).

La frecuencia de circulos de 2-LTR a lo largo del estudio se analizd6 mediante
modelos lineales generalizados (regresion logistica de medidas repetidas) con la

inclusion del nivel de ADN-HIV-1-total como variable cuantitativa continua.

Para la comparacion de los niveles de CVp, ADN-HIV total, circulos de 2-LTR y
ARN-HIV-1 no procesado entre dos y mas de dos grupos se utilizaron los test Mann-
Whitney y Kruskal-Wallis respectivamente. En varias ocasiones fue necesario realizar
un post-test, a partir de los resultados del test de Kruskal-Wallis, para lo cual se utilizd
el test de Dunn. La comparacion de variables categoricas entre diferentes grupos de
pacientes se llevo a cabo mediante el armado de tablas de contingencia y el posterior
analisis de las mismas por el test de Fisher. Ademas, para determinar la asociacion entre
diferentes variables cuantitativas ADN-HIV-1- total, -2-LTR y ARN-HIV-1 se utilizo el
coeficiente de correlacion de Spearman. Mientras que para evaluar la correlacion entre
las diferentes formas de expresion de ADN-HIV de acuerdo al compartimento se uso el

coeficiente de correlacion de Pearson.
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La totalidad de los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R Studio,

basado en el lenguaje R v3.3.1 [186].
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4. RESULTADOS



4.1. Diseno, desarrollo y validacion de metodologias cuantitativas para la

caracterizacion de los reservorios del HIV-1

La mayoria de los marcadores de los reservorios del HIV-1 propuestos consisten en
la cuantificacion de diferentes formas del genoma del virus y, aportan diferentes evidencias
acerca del tamafio y la actividad de los reservorios. Para la caracterizacion del reservorio
del HIV-1 en sangre periférica de pacientes con SV sostenida, fue necesario el desarrollo
de ensayos de cuantificacion de ADN-HIV total, circulos de 2-LTR y ARN-HIV no

procesado, con elevada sensibilidad y adaptados a las cepas circulantes en Argentina.

4.1.1. Diserio del ensayo

Para los propdsitos del presente trabajo, se desarrollaron dos ensayos para
cuantificar diferentes formas de ADN-HIV: circulos de 2-LTR vy total (incluye las dos
anteriores). Asimismo, se disefid otro ensayo para cuantificar el nivel de ARN viral
intracelular no procesado. Todos estos ensayos se disefiaron bajo el principio de PCR en
tiempo real semi-anidada [187], ya que permite la cuantificaciéon de un numero de copias
inferior al de los ensayos convencionales de PCR en tiempo real. La PCR en tiempo real
semi-anidada, al igual que la PCR anidada, consiste en dos rondas de amplificacion, pero
con la salvedad de que en la primera ronda no se debe superar el ciclo donde inicia la fase
exponencial de amplificacion. Esto se debe a que superado dicho ciclo se pierde la
linealidad en la cuantificacion. Posteriormente, el producto de la primera ronda se utiliza
en una segunda ronda de amplificacion por PCR en tiempo real. El ciclo umbral (Ct por
sus siglas en inglés) obtenido por PCR en tiempo real se extrapola a la curva estandar

correspondiente, para la cuantificacion absoluta de cada forma de genoma del HIV-1.

4.1.2. Evaluacion del desempefio de la metodologia de PCR en tiempo real semi-

anidada para la cuantificacion de los reservorios del HIV-1 en circulacion

Con el objeto de estudiar el desempefio y la aplicabilidad del principio de la PCR en
tiempo real semi-anidada en la cuantificacion de los reservorios del HIV-1, se evaluaron
diferentes parametros del ensayo de cuantificacion de ADN-HIV total, ya que fue el primer

ensayo desarrollado utilizando dicho principio. Los pardmetros que se estudiaron fueron el
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rango dinamico, desvio estandar (DS) intra- e inter-ensayo y la eficiencia de la reaccion.
Para ello, se siguieron las recomendaciones reportadas por Burd et al. [188] para la
validacion de ensayos moleculares in-house. Por un lado, se estudi6 cada punto de la curva
estandar por triplicado y en 5 ensayos independientes y, por otro lado, se estudiaron por
triplicado y en 7 ensayos independientes dos muestras clinicas de pacientes HIV-1
positivos. Las muestras correspondian a un paciente que presentaba CVp detectable y a
otro que era indetectable. Debido a que la cuantificacion de los reservorios del HIV-1
involucra el estudio de pacientes con CVp muy bajas a indetectables durante largos
periodos de tiempo, es importante que el LIC de los ensayos sea lo mas bajo posible. Es
por esto que, en primer lugar, se determind el LIC del ensayo de ADN-HIV total, el cual
fue de 7 copias por reaccion. En segundo lugar, se defini6 arbitrariamente el limite superior
de cuantificacién en 1,1x10° copias/reaccién. Este ultimo numero surgié como
consecuencia de que la media del nivel de ADN-HIV total reportada para pacientes que
progresan a SIDA ronda las 10.000 copias de HIV-1 por millon de CMT [151]. Por lo
tanto, para llegar al limite inferior de 7 copias mediante diluciones seriadas 1:5, se requiere
partir de 1,1x10° copias por reaccion (Figura 4.1.). El DS intra- e inter-ensayo de los
diferentes puntos de la curva estandar vari6 entre 0,10 y 0,21, y entre 0,37 y 0,89,

respectivamente.

En cuanto a las muestras clinicas, el ensayo de cuantificacion de ADN-HIV total
presentd un mayor DS en la medicion del paciente que tenia CVp indetectable respecto al
paciente que era detectable: 0,28 vs 0,14 intra-ensayo y 0,56 vs 0,35 inter-ensayo,
respectivamente. Esta diferencia observada era esperable, ya que generalmente las
muestras con CVp indetectable presentan un menor nivel de ADN-HIV total con respecto a
aquellas que son detectables, y por lo tanto, presentan un Ct més cercano al punto inferior
de cuantificacion de la curva estandar, que es donde hay mas variabilidad (Figura 4.1.). La
eficiencia media de la PCR en tiempo real semi-anidada para ADN-HIV total fue de

95,6%.

En paralelo a la evaluacion de la curva estdndar de ADN-HIV total, se estudio el
desempefio de un ensayo de PCR en tiempo real para la cuantificacion de P-globina
humana, mediante el cual se determina el numero de células por pL de las muestras a
estudiar. Especificamente, se estudio la curva estandar de [B-globina en simultaneo y

durante el mismo numero de ensayos que la curva estindar de ADN-HIV total. Es
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importante aclarar, que el ensayo de cuantificacion de B-globina consiste en una PCR en
tiempo real convencional, por lo que s6lo comparte la segunda ronda de amplificacion con
el ensayo de ADN-HIV total, como asi también lo hace con el ensayo de circulos de 2-
LTR. El rango de DS intra- e inter-ensayo de cada punto de la curva fue de 0,074 - 0,20 y

0,17 - 0,42, respectivamente; y la eficiencia de amplificacion fue de 94,6%.

ADN-HIV total % beta globina

351
30
251
201

151

Ciclo umbral (Ct)

10

0 1 2 3 4 5 6 7

Log,, copias inciales

Figura 4.1. Curvas estindar para el ensayo de cuantificacion de ADN-HIV total.

Cada punto de la curva corresponde al promedio de Ct obtenido en tres replicas durante 5 ensayos
independientes, mientras que las barras asociadas representan el DS inter-ensayo. Para cada muestra
problema se obtuvo el logio de copias iniciales de B-globina y ADN-HIV total mediante la extrapolacion
del Ct de cada reaccion a la curva correspondiente. Luego, se determind el nivel de ADN-HIV total,
expresado en logio copias/millon de CMT, mediante la siguiente ecuacion: logio copias (ADN-HIV

total/logo copias B-globina) x 2x10°.

Finalmente, una vez determinada la eficiencia, sensibilidad y robustez del ensayo de
ADN-HIV total, se estudiaron un total de 72 muestras de pacientes HIV-positivos que
presentaban diferentes CVp, para determinar la capacidad de cuantificacion del ensayo en
muestras clinicas. Del total de muestras, 42 presentaban CVp por debajo del LIC (en 26
muestras el LIC fue igual a 400 copias/mL y en 16 muestras fue igual a 50 copias/mL),
mientras que en 30 muestras la CVp era superior a 400 copias/mL (ver Tabla 4-1). El nivel

de ADN-HIV total se logroé cuantificar en 63 (87,5%) muestras (nivel dentro del rango
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dindmico). En 5 (6,9%) muestras el nivel estuvo entre el LIC y LD, y en otras 4 (5,6%)

muestras donde el nivel estuvo por debajo del LD (ver Tabla 4-1).

Es importante mencionar que el ensayo de ADN-HIV total comparte con los ensayos
de ARN-HIV no procesado, exceptuando la etapa de transcripcion inversa, y de circulos de
2-LTR, las mismas condiciones de reaccion. Al mismo tiempo, comparte los mismos
cebadores con en el ensayo de ARN-HIV no procesado, y la region de union de los
cebadores, la cual es muy conservada, con el ensayo de circulos de 2-LTR. Es por esto que,
para los ensayos de ARN-HIV no procesado y circulos de 2-LTR solo se corroboro6 el
rango dinamico y la eficiencia de reaccion en dos ensayos independientes. Ambos ensayos

presentaron un comportamiento similar al ensayo de ADN-HIV total (DS<1).

Tabla 4-1. Capacidad de cuantificacion del ensayo de ADN-HIV total en muestras clinicas

. . . CVp<50? CVp<400° CVp>400
Nivel de cuantificacién (n=16) (n=26) (n=30)
Cuantificables®, nro. (%) 12 (75) 23 (88,5) 28 (93,3)
Inferior al LIC®, nro (%) 1(6,3) 3(1L)5) 1(3,3)

Indetectables?, nro (%) 3 (18,7) 0 (0) 1(3,3)

? De acuerdo al periodo en que se recolect6 la muestra del paciente el LIC del ensayo de CVp fue de 400 o 50 copias/mL.
® Nivel de ADN-HIV total dentro del rango dindmico.

¢ Nivel de ADN-HIV total detectable, esto es entre el LIC y el LD del ensayo.

4 Nivel de ADN-HIV total inferior al limite de deteccion.

Una vez desarrollados los ensayos de cuantificacion de los reservorios del HIV-1,
como asi también evaluados en cuanto a su desempeflo, se prosiguid con la
implementacion de dichas metodologias para el estudio de las diferentes poblaciones de

pacientes que tiene por objetivo abordar el presente trabajo.

4.2. Impacto de la eficacia del TARVc en los niveles de ADN-HIV total

La medicion del nivel de ADN-HIV total podria ser un marcador de relevancia
clinica para evaluar la progresion de la infeccion y el impacto del TARVc en el tamafio de

los reservorios del HIV-1, principalmente en aquellos pacientes con CVp indetectables.
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4.2.1.Los pacientes respondedores al TARVc presentaron un mayor decaimiento
en el tamafio del reservorio de HIV-1 respecto a los pacientes no

respondedores

Con el proposito de estudiar el impacto de la eficacia del TARVc en el tamano de
los reservorios del HIV-1, se estudiaron los niveles de ADN-HIV total en pacientes
respondedores (R) y no respondedores (NR) al TARVec. Las principales caracteristicas de

los pacientes estudiados se encuentran en la

Finalmente, se analiz6 la reduccion del nivel de ADN-HIV total entre el tiempo pre-
TARVc y los tiempos pos-TARVc 1 y 2 en ambos grupos de pacientes. Para ello, se
calcul¢ la diferencia entre el nivel de ADN-HIV total obtenido pos-TARVc 1/2 y pre-
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Tabla 4-2. En ambos grupos se midieron los niveles de ADN-HIV total previo al
inicio de TARVc (pre-TARVc), y a dos tiempos posteriores al inicio del mismo (pos-
TARVc 1y 2). La edad de los pacientes a los distintos tiempos de estudio fue similar entre
R y NR, siendo la mediana de edad de la totalidad de los pacientes igual a 4 meses a
tiempo pre-TARVec, 22 a tiempo pos-TARVc 1 y 36 meses a tiempo pos-TARVc 2.

Ademas, la mediana de edad de inicio de TARVc¢ fue de 5 meses para ambos grupos (ver

Finalmente, se analizd la reduccion del nivel de ADN-HIV total entre el tiempo pre-
TARVc y los tiempos pos-TARVc 1 y 2 en ambos grupos de pacientes. Para ello, se
calculd la diferencia entre el nivel de ADN-HIV total obtenido pos-TARVc 1/2 y pre-
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Tabla 4-2).

Previo al inicio de TARVc, el nivel de ADN-HIV total, al igual que la CVp, fue
similar en ambos grupos (p=0,091, respectivamente), con una mediana de ADN-HIV total
de 3,11 [1* cuartil (C1) - 3* cuartil (C3): 3,05 - 3,34] y 2,56 (C1-C3: 2,37 - 3,18) logio
copias/millon de CMT en R y NR, respectivamente. Sin embargo, luego de una mediana de
13 meses bajo TARVc (pos-TARVc 1) ambos grupos presentaron comportamientos
diferentes. La totalidad de los pacientes R presentaron CVp indetectables, y un nivel de
ADN-HIV total inferior al de los pacientes NR: mediana igual a 2,07 (C1-C3: 1,82 - 3,10)
vs. 2,53 (C1-C3: 2,40 - 2,75) logio copias/millon de CMT, respectivamente. Sin embargo,
dicha diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,315). Luego de una mediana de
20 meses bajo TARVc (pos-TARVc 2) el nivel de ADN-HIV total en ambos grupos fue
similar al observado en pos-TARVc 1, con una mediana de 2,51 (C1-C3: 2,19 - 3,17) y
2,03 (C1-C3: 1,80 - 2,76) logio copias/millon de CMT (p=0,162) en pacientes NR y R,

respectivamente.

Finalmente, se analiz6 la reduccion del nivel de ADN-HIV total entre el tiempo pre-
TARVc y los tiempos pos-TARVc 1 y 2 en ambos grupos de pacientes. Para ello, se
calcul¢ la diferencia entre el nivel de ADN-HIV total obtenido pos-TARVc 1/2 y pre-
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Tabla 4-2. Caracteristicas descriptivas de la poblacion de estudio I (ver Materiales y Métodos) de acuerdo al tipo

de respuesta al TARVc.
Caracteristica Total R NR p-valor
(n=18) (n=10) (n=8)
Genero, nro. (%) 0,5207
Femenino 12 (66,7) 6 (60,0) 6 (75,0)
Masculino 6 (33,3) 4 (40,0) 2 (25,0)
Tratamiento antirretroviral ;
profilactico, nro.? 0,168
Ninguno 5 4 1
Parcial 3 0 3
Completa 4 3 1
Desconocido 6 3 3
Eda inici 1 TAR n m
peacis ( cc1-0c(;§ Ve en meses, 5(3 - 20) 5(3-22) 5(3-18) 0,474/
TARVec inicial, nro.? 0,706"
ABC +3TC + LPV/r 2 1 1
AZT +3TC + LPV/r 15 6
DDL +3TC + LPV/r 1 0 1
Caracteristicas por tiempo de
muestreo, mediana (C1-C3)
1¢" muestra: pre-TARVc
Edad en meses 4(2-18) 5(2-20) 3(2-9) 0,342%
¥, o oeep il (5,43’-7 2,02) (5,4; ’-6 2;,96) (5,32’-9 2,32) 0,360/
Recuento de células T CD4", 2518 2683 1287 02117
células/mm? (1346 - 2890) (2230 - 2891) (964 - 2757) ’
% de células T CD4* 41 (26 - 45) 45 (42 - 48) 30 (16 - 36) 0,0187
Relacion CD4/CD8 1,7 (0,7 - 2,1) 1,8 (1,3 -2,5) 1,0 (0,4 - 1,9) 0,138%
2% muestra: pos-TARVe 1
Edad en meses 22 (11 - 36) 19 (9 -32) 22 (15 - 38) 0,790%
CVPp. logu copias/mL. ( 2 ;,47) (1,2;’-2 ?,23) (2,3§ ? ;,99) <0,001¢
Recuento de células T CD4", 1986 1986 1924 0.4507
células/mm? (1592 - 2877) (1796 - 2873) (1295 - 2720) ’
% de células T CD4* 37 (28 - 44) 39 (35 - 46) 30 (23 - 39) 0,155%
Relacion CD4/CD8 1,2 (0,7 - 2,2) 1,5 (1,1 -2,6) 0,8 (0,5 -1,5) 0,1014
3% muestra: pos-TARVc 2
Edad en meses 36 (23 - 43) 28 (22 - 39) 45 (36 - 56) 0,082
CVPp. logu copias/ml. (a 2312 3,09) (1,2;’-2 31,23) (a ,2;’-9 2,41) 0,072
Recuento de células T CD4", 1731 1821 1168 0,142
células/mm? (1290 - 2032) (1706 - 2032) (965 - 2020) ’
% de células T CD4* 36 (27 - 43) 37 (34 -44) 29 (24 - 42) 0,2307
Relacion CD4/CD8 1,2 (0,7 -1,7) 1,4 (1,1 -1,7) 0,7 (0,5-1,8) 0,237%

* Criterio de clasificacion basado en el protocolo ACTG 076: Completo, administracion de zidovudina a la madre durante el parto y al
bebé durante las primeras 6 semanas de vida; Parcial, administracion de zidovudina solo a uno de los anteriores; Ninguno, no
administracion de zidovudina, tanto a la madre como al bebé.

® ABC: abacavir; AZT: zidovudina; DDL: didanosina; LPV/r: lopinavit/ritonavir; 3TC: lamivudina.
= test de Fisher.
¥ = test de Mann-Whitney.

TARVc. A partir de dicho anélisis, se observé que la reduccion de ADN-HIV total en pos-

TARVc 1 fue mayor en pacientes R con respecto a los NR, pues en tanto los primeros
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presentaron una mediana igual a -0,83 (C1-C3: -1,29 y -0,12) logio copias por millon de
CMT, los segundos presentaron una mediana igual a -0,03 (C1-C3: -0,31 y 0,06) logio
copias por millon de CMT. Esta diferencia, sin embargo, no fue estadisticamente
significativa (p=0,070). En pos-TARVc 2, la brecha en la reduccion de ADN-HIV entre
pacientes R y NR se incremento, de tal modo que los primeros alcanzaron una mediana de
reduccion igual a -1,21 (C1-C3: -1,49 y -0,58) logio copias por millon de CMT vy los
segundos una mediana de reduccion igual a -0,12 (C1-C3: -0,44 y 0,19) logio copias por
millon de CMT, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,008). En
conjunto, estos resultados muestran una reduccion progresiva del nivel de ADN-HIV total
bajo TARVc, tal que a los 2 afos desde el inicio del mismo los pacientes que responden
efectivamente a la terapia presentan una mayor reduccién en comparaciéon a quienes no

responden efectivamente.

4.2.2. Correlacion entre el nivel de ADN-HIV total y marcadores de progresion de

la infeccién

Con el objetivo de tener mayor conocimiento sobre el comportamiento del nivel de
ADN-HIV total, se evalud la asociacion entre el mismo y determinados marcadores de
progresion de la infeccion, como ser la edad de inicio del TARVe, el porcentaje de células
T CD4" y la CVp pre-TARVc. Para este punto, se analizaron dichas variables en el primer
y ultimo tiempo de estudio (pre-TARVc y pos-TARVc 2, ver Tabla 4-3). No se encontr6 a-

Tabla 4-3. Correlacion de factores asociados a la progresion de la infeccion con el nivel de ADN-HIV
total.

Nivel de ADN-HIV total Reduccion del nivel de
ADN-HIYV total

Caracteristica pre-TARVc pos-TARVc 2 pos-TARVc¢ 2

N°  Spearman p- valor Spearman p-valor Spearman p-valor
Edad de inicio de
TARVec 18 0,13 0,618 0,17 0,495 0,12 0,628
CVp pre-TARVce 18 -0,31 0,203 -0,25 0,322 -0,16 0,530
% de células T CD4* 18 0,12 0,635 -0,33 0,197 -0,48 0,040

sociacion entre ninguno de los marcadores estudiados y el nivel de ADN-HIV total, a
excepcion de una relacion inversamente proporcional entre el porcentaje de células T

CD4+ pre-TARVc y la reduccion del nivel de ADN-HIV total pos-TARVe 2 (1=-0,50,
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p=0,040). Por otra parte, el nivel basal de ADN-HIV total pre-TARVc no tuvo correlacion
con el nivel de ADN-HIV total luego de aproximadamente uno pos-TARVc (= 0,34,
p=0,164) y ni tampoco luego de dos anos pos-TARVc (r=0,34 y p=0,162).

4.3. Dinamica del tamano del reservorio circulante a lo largo de 4 afos de

SV sostenida e impacto de la edad de SV en la misma

Un mayor conocimiento y entendimiento de la dindmica del tamano de los
reservorios del HIV-1 a lo largo de una SV sostenida y duradera, como asi también de los
factores que influyen en dicha dindmica, es de gran importancia al momento de evaluar a
largo plazo la eficacia de los TARVc actuales. Si bien al respecto hay varios trabajos
reportados, la mayoria corresponde a poblaciones adultas, siendo escasa la informacion
correspondiente a poblaciones pediatricas. Y es importante mencionar que, a diferencia de
los adultos, en donde el momento de la infeccion es generalmente desconocido o estimado
de manera poco precisa, en nifias y ninos HIV-positivos mediante TV el momento preciso
de la infeccion ocurre en una brecha de tiempo considerablemente estrecha. Por lo tanto,

existe un menor sesgo en el estudio de la dindmica de los reservorios en pediatria.

4.3.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se estudi6 la dindmica de decaimiento del tamafo del reservorio de HIV-1 circulante a
partir de la medicion longitudinal en CMT del nivel de ADN-HIV total y de la frecuencia
de circulos de 2-LTR en 36 pacientes HIV-positivos por TV y que alcanzaron la SV a
diferentes edades: <1,5 afos (Grupo 1), >1,5 - 5 anos (Grupo 2) y >5 afios (Grupo 3). Las
principales caracteristicas de los pacientes se resumen en la Tabla 4-4. La mediana de
inicio de TARVc de la poblacion de estudio fue de 2 afios y la mayoria de los pacientes
(55,6%) no recibio tratamiento profilactico de ningun tipo. Sélo 10 (27,8%) pacientes
iniciaron TARVc antes de los 6 meses de infeccion, lo cual se considera como un inicio
moderadamente temprano. Ademads, se observd que la mayoria de nuestra poblacion
pediatrica experimentd una respuesta efectiva al TARVc tardia, con una mediana de edad
de 5,1 afios. Del total de pacientes, solo 8 (22,2%) alcanzaron la SV antes de los 1,5 afos,
y otros 8 la alcanzaron desde los 1,5 afios hasta los 5 afios, mientras que 20 (55,6%), la

gran mayoria, inicio la SV luego de 5 afios. En cuanto al perfil inmunoldgico general de la
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Tabla 4-4. Caracteristicas descriptivas de la poblacion de estudio II (ver Materiales y Métodos) de
acuerdo a la edad a la que alcanzaron la SV.

Edad de inicio de lIa SV

e Total
Caracteristica (n=36) <1,5 afios >1,5 - 5 afios >5 afios p-valor
(Grupo 1; n=8) (Grupo 2; n=8) (Grupo 3; n=20)
Genero, nro.(%), femenino 21 (58,3) 7 (87,5) 6 (75,0) 8 (40,0) 0,047t
Ao de nacimiento, 2000 2003 2002 2000 0.012%
mediana (C1-C3) (1999 -2002) (2000 - 2007) (1999 - 2005) (1998 - 2000) ’
Tratamiento antirretroviral 0.018"
profilictico, nro.? ’
Ninguno 20 (55,6) 1(12,5) 6 (75,0) 13 (65,0)
Parcial 6 (16,7) 4 (50,0) 1(12,5) 1 (5,0)
Completa 7 (19.,4) 3(37,5) 1(12,5) 3 (15,0
Desconocido 3(8,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (15,0)
Edad de inicio de TARVc en 2,0 0,3 2,1 3,1 0.001%
afios, mediana (C1-C3) (0,5-3,9) (0,3-0,7) (1,5-2,8) (1,0 - 7,6) ’
TARVc inicial, nro. (%) 0,306"
2 INTIs + INNTI 13 (36,1) 1(12,5) 4 (50,0) 8 (40,0)
2 INTIs + IP 23 (63,9) 7 (87.5) 4 (50,0) 12 (60,0)
Edad de inicio de SV en aiios, 5.1 0,9 33 8,2 <0.001%
mediana (C1-C3) (2,4-8,9) 0,8-1,2) (2,6 - 4,3) (5,7-11,0) ’
TARVc al inicio de SV.
) t
nro.(%)® 0,042
2 INTIs + INNTI 19 (52,8) 1(12,5) 5(62.,5) 13 (65,0)
2 INTIs + IP 17 (47,2) 7 (87.,5) 3(37,5) 7 (35,0)
CVp pre-TARVc, logio 5,89 5,87 6,28 5,73 0.129¢
copias/mL, mediana (C1-C3) (5,06 - 6,20) (5,23 -6,19) (5,87 - 6,50) (4,96 - 5,90) ’
Poblacion inmune pre-TARVec,
mediana (C1-C3)
Nro. de células T CD4", 850 2724 863 561 00021
células/mm? (306 - 1633) (2566 - 2768) (426 - 1338) (252 -912) ’
20,0 37,5 18,5 17,5
Q 2 + > > 5 5 i
o Eoeines 11 (EID (13,0-28,0) (26,0 -47.5) (13,8 -22,5) (1225-225 008
. 0,49 1,74 0,49 0,35 '
14 El El ) > 1
Relacion CDA/CDS 035-1,13)  (127-2,09)  (045-0,73) 013-047) %03
Poblacion inmune al final del
estudio, mediana (C1-C3)
Nro. de células T CD4", 977 1366 1094 908 0.038!
células/mm? (815 -1157) (1068 - 1689) (970 - 1318) (654 - 1010) ’
35,0 41,3 37,0 33,0
Q 2 + > > h B i
7% de celulas TCD4 (30,8-39.3)  (39,5-42,8)  (34,0-385) (280-370) 00
. 1,03 1,56 1,28 0,84 '
14 El El > ) 1
Relacion CD4/CD3 0,82-131)  (1,33-1,71) (1,13-131) 074 -1,06 %017

2 Criterio de clasificacion basado en el protocolo ACTG 076: Completo, administracion de zidovudina a la madre durante el parto y al
bebé durante las primeras 6 semanas de vida; Parcial, administraciéon de zidovudina solo a uno de los anteriores; Ninguno, no
administracion de zidovudina, tanto a la madre como al bebé.

® INTIs: inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa; INNTI: inhibidor no nucleosidico de la transcriptasa inversa; IP: inhibidor
de proteasa.

=test de Fisher
i=test de Kruskal-Wallis

poblacion al comienzo de la SV, este se caracterizd por un muy bajo recuento de células T
CD4" y una relacion CD4/CDS invertida (ver Tabla 4-4), por lo que 16 (44,4%) y 11
(30,6%) presentaron un estadio inmunologico de infeccion por HIV-1 (ver Tabla 1-1)

avanzado igual a 3 y 2, respectivamente, mientras que solamente 4 (11%) pacientes
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presentaron un estadio igual a 1 (en 5 pacientes se desconocia el dato). Al final del periodo
de estudio se observo una clara recuperacion general del perfil inmunologico, con un
incremento del recuento de células T CD4" y la normalizacion de la relacion CD4/CDS8
(ver Tabla 4-4), en donde 31 (86,1%) pacientes presentaron un estadio inmunolégico 1,
solo uno (2,8%) presentd un estadio 2 y ninguno presentd un estadio 3 (en 4 pacientes se
desconocia el dato). Finalmente, 20 (55,6%) pacientes experimentaron al menos un rebote

transitorio de la CVp a lo largo de los 4 afios de SV.

Entre las caracteristicas mas destacadas de los grupos definidos de acuerdo a la edad
de SV, se observd que los pacientes del grupo 1 nacieron mas recientemente y, a su vez,
recibieron en mayor medida algin tipo de tratamiento antirretroviral profilactico, con
respecto a los del grupo 3 (p=0,02 y p=0,005, respectivamente). Ademas, el grupo 1 tuvo
un inicio de TARVc més temprano respecto a los grupos 2 (p=0,029) y 3 (p=0,001),
mientras que entre estos ultimos dos grupos no hubo diferencia (p=0,462). Posiblemente,
como consecuencia de ello, el grupo con SV mads temprana presentdé un mejor perfil
inmunologico basal (pre-SV), que los otros dos grupos. Esto quedo evidenciado por un
mayor recuento de células T CD4" en el grupo 1 respecto a los grupos 2 (p=0,015) y 3
(p=0,002). Al final del estudio, los diferentes grupos no evidenciaron una clara diferencia

en cuanto al recuento de células T CD4" y a la relacion T CD4/CDS8 (ver Tabla 4-4).

4.3.2. EI ADN-HIV total decae rapidamente durante los primeros dos arios de SV y

luego se estabiliza, independientemente de su forma de expresion

A partir de los 36 pacientes estudiados, se observo que a lo largo de 4 afios de SV el
nivel de ADN-HIV sigui6 una dindmica de decaimiento bifasica. La media de ADN-HIV
total al inicio de la SV fue de 3,29 logio copias/millon de CMT. A partir de ese momento y
durante los primeros 2 afios de SV, el nivel de ADN-HIV total decayo significativamente
rapido (p<0,001) con una pendiente de -0,57 logio copias/millon de CMT por afio (ver
Tabla 4-5 y Figura 4.2). Luego, entre los 2 a 4 afios de SV el nivel de ADN-HIV
experimentd una segunda fase de decaimiento mas lenta respecto a la primera, con una
pendiente de -0,13 logio copias/millon de CMT por afio. Asi, en la segunda fase el
descenso neto de ADN-HIV total fue de 0,27 logio copias/millon de CMT en 2 afios, y en
la primera fase fue de 1,13 logio copias/millon de CMT.
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Tabla 4-5. Velocidades de decaimiento y valores medios del nivel de ADN-HIV total, estimados durante
la SV y por compartimento.

Variable CMT Células T CD4* Sangre entera p-valor?
N° de mediciones 93 84 86 NA
Primera pendiente (0-2 afios)®
. -0,57 -0,34 -0,35
0, > > >
LI (1C20) (-0,74 2 -0,39) (-0,52 2-0,17) (-0,52 2-0,17) DRIy
p-valor® <0,001 <0,001 <0,001 NA
Segunda pendiente (2-4 afios)”
. -0,13 -0,16 -0,16
0, > » »
Estimada (IC.95%) (-0,66 a 0,39) (-0,69 2 0,37) (-0,68 2 0,37) 0,230
p-valor® 0,017 0,322 0,297 NA
Nivel estimado de ADN-HIV
total, media (IP. 95%)¢
A tiempo de SV igual a 0 3,29 (2,85 a 3,75) 3,40 (2,97 a 3,84) 3,35 (2,94 a 3,809) 0,804
A tiempo de SV igual a 2 2,16 (1,77 a 2,54) 2,61 (2,22 a 3,00) 2,60 (2,21 a2,99) 0,058
A tiempo de SV igual a 4 1,89 (1,58 a 2,21) 2,29 (1,96 a 2,61) 2,29 (1,97 a 2,61) 0,007

3 P-valor representa la significancia estadistica resultante de la comparacion entre CMT, células T CD4" y sangre entera mediante
modelos lineales mixtos. NA: no aplicable.

® La pendiente representa la velocidad de decaimiento del nivel de ADN-HIV total por periodo de SV y estimada de acuerdo al
compartimento: CMT, log;o copias/10° CMT por afio; células T CD4", logo copias/10® células T CD4" por afio; y sangre entera, logio
copias/mL de sangre entera por aflo. IC 95%: intervalo de confianza 0,95.

¢ P-valor representa la significancia estadistica de la pendiente de cada compartimento obtenida mediante modelos lineales mixtos. Esto
es, cuan diferente de 0 es la pendiente.

4 Los niveles de ADN-HIV total estan expresados en diferentes unidades de acuerdo al compartimento: CMT, log;o copias/10® CMT;
células T CD4", log)o copias/10° células T CD4"; y sangre entera, log,o copias/mL de sangre entera. IP. 95%: intervalo predictivo 0,95.

La reconstitucion del perfil inmunologico durante la SV, evidenciado por un
incremento en el recuento de células T CD4" hasta valores normales, podria influir en la
concentracion de ADN-HIV total [189]. Por ello, se evaluo el efecto de normalizar el nivel
de ADN-HIV total tanto al recuento de células T CD4", como a la sumatoria de linfocitos y
monocitos (sangre entera), a los efectos de estimar el decaimiento de ADN-HIV total. En
términos generales, la dindmica de ADN-HIV total normalizada al recuento de células T
CD4" o sangre entera fue similar a lo observado en CMT (ver Tabla 4-5 y Figura 4.2). En
este sentido, el nivel de ADN-HIV total en CMT a lo largo del estudio correlaciona de
manera positiva y significativa con el nivel normalizado al recuento de células T CD4"
(<0,001) y sangre entera (p<0,001). En cuanto a la velocidad de decaimiento y el nivel
medio de ADN-HIV total, estos fueron muy similares entre células T CD4" y sangre entera
a lo largo de 4 afios de SV. En estos dos compartimentos, el decaimiento inicial fue 1,7
veces mas lento (p=0,02) que en CMT, por lo que el nivel medio a los 4 afos de SV fue

0,40 logio superior a CMT (p=0,007).
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Figura 4.2. Velocidades de decaimiento del nivel de ADN-HIV total en diferentes compartimentos a lo
largo de 4 afios de SV sostenida.

Las lineas en color negro, violeta y verde representan las trayectorias del nivel de ADN-HIV total para cada
compartimento (de acuerdo a la leyenda), estimadas mediante modelos lineales mixtos, y la linea discontinua
inferior en color gris representa el LIC del ensayo. Los puntos representan mediciones individuales del nivel
de ADN-HIV total en tiempos especificos a lo largo de 4 afios de SV. Los compartimentos analizados fueron
CMT, células T CD4" y sangre entera, por lo que el nivel de ADN-HIV total se expresé en logio copias/10°
CMT, logio copias/10° células T CD4" y logio copias/ mL de sangre entera.

Por otra parte, se evalu6 la influencia de la edad de inicio de TARVc y del rebote
transitorio de la CVp durante SV en la dinamica de ADN-HIV total en CMT. Para ello, se
modeld la dinamica correspondiente al grupo de pacientes que inicié el TARVc en un
periodo menor o igual a 6 meses y se la comparo6 con la dinamica de aquellos pacientes que
iniciaron TARVc luego de los 6 meses. Mientras que, para evaluar el impacto del rebote de
la CVp durante SV, se agruparon los pacientes en dos grupos, los que experimentaron al
menos un rebote y los que no. No se hallaron diferencias de acuerdo a la edad de inicio de

TARVc (p=0,523), ni tampoco por el rebote de la CVp durante SV (p=0,991).

4.3.3. Pacientes con inicio de SV durante el primer afio y medio de vida tienden a

un mayor decaimiento en el nivel de ADN-HIV total

Dado que nuestra poblacion de estudio se caracterizé por una edad de SV tardia, se
definieron puntos de corte arbitrarios en la estratificacion de la poblacion de estudio de

acuerdo a la edad de SV, buscando el mayor balance posible entre el nimero de pacientes

71



en cada grupo. A partir de ello, se evalu6 el impacto de una respuesta moderadamente
temprana (edad de SV <1,5 afios, Grupo 1), tardia (edad de SV >1,5 - 5 afios, Grupo 2) y

muy tardia (>5 afios, Grupo 3) en la dindmica del tamaio del reservorio circulante.

Al inicio de la SV no hubo diferencia en el nivel de ADN-HIV total entre los grupos,
siendo el mismo igual a 3,02, 2,92 y 2,74 logio copias/millon de CMT para el grupo 1, 2 y
3, respectivamente (p=0,265) (ver Tabla 4-6 y Figura 4.3). El decaimiento inicial durante
los primeros 2 afios de SV fue 2,1 veces mas rapido en el grupo 1, respecto a los grupos 2 y
3 que presentaron una pendiente muy similar entre ellos: -0,68 vs -0,33 y -0,29 logio
copias/millon de CMT por afio, respectivamente. Asimismo, este descenso inicial fue
claramente significativo s6lo para el grupo 1 (p=0,002), que experimenté durante los
primeros 2 afios de SV una reduccion media de ADN-HIV total de 1,54 logio copias/millon
de CMT, mientras que el descenso en los grupos 2 y 3 fue de 0,73 y 0,48 logio
copias/millon de CMT, respectivamente. Sin embargo, la diferencia entre las pendientes de
los tres grupos no fue significativa (p=0,116). Esto podria deberse principalmente a la baja
cantidad de pacientes en los grupos con SV temprana, y en menor medida, a la distribucion
de los tiempos de muestreo en los diferentes grupos. Tanto es asi que, aunque el grupo 2
presentd una pendiente mas pronunciada que el grupo 3 durante los primeros 2 afios de SV,
el decaimiento no fue significativo para el primero (p=0142), mientras que si lo fue para el

segundo (p=0,014) (ver Tabla 4-6).

Tabla 4-6. Velocidades de decaimiento y valores medios del nivel de ADN-HIV total, estimados durante
la SV y por de acuerdo a la edad de inicio de la SV.

Edad de inicio de la SV
Variable <1,5 afios >1,5 - 5 afios >5 afios p-valor*
(Grupo 1; n=8) (Grupo 2; n=8) (Grupo 3; n=20)
Primera pendiente (0-2 afios)®
Estimada (IC.95%) (-1,100;6-80,26) (-0,72 j %),1 1 (-0,520;2-90,06) 0,116
P-valor® 0,002 0,142 0,014 NA
Segunda pendiente (2-4 afios)"
Lessitisevib (UG O0) (-1,2?’1131 46) (-1,4? al 11,19) (-0,8% 1a50,51) DALY
P-valor® 0,081 0,617 0,533 NA
Nivel estimado de ADN-HIV total,
media (IP. 95%)¢
A tiempo de SV igual a 0 3,02 (2,647 a 3,29) 2,92 (2,74 a 3,17) 2,74 (2,45 a 3,00) 0,265
A tiempo de SV igual a 2 1,48 (0,67 a 2,29) 2,19 (1,33 a 3,04) 2,26 (1,83 a 2,70) 0,072
A tiempo de SV igual a 4 1,74 (1,07 a 2,42) 1,97 (1,42 a2,51) 1,95 (1,60 a 2,31) 0,159
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* P-valor representa la significancia estadistica resultante de la comparacién entre los grupos de pacientes con diferente edad de SV
mediante modelos lineales mixtos. NA: no aplicable.

®La pendiente representa la velocidad de decaimiento del nivel de ADN-HIV total en CMT, expresada en logo copias/10° CMT por aiio.
IC 95%: intervalo de confianza 0,95.

¢ P-valor representa la significancia estadistica de la pendiente de cada grupo mediante modelos lineales mixtos. Esto es, cuan diferente
de 0 es la pendiente.

4Los niveles de ADN-HIV total en CMT estéan expresados en logy copias/10° CMT. IP. 95%: intervalo predictivo 0,95.

A los dos afios de SV el nivel de ADN-HIV total alcanz6 un plateau en todos los
grupos, por lo que su decaimiento fue muy leve hasta los 4 afios de SV (ver Tabla 4-6 y
Figura 4.3). Durante ese periodo, la disminucion media del nivel de ADN-HIV total fue de
0,22 logio copias/millon de CMT para el grupo 2 y de 0,31 logio copias/millon de CMT
para el grupo 3, en tanto el grupo 1 presentd un pequefio incremento de 0,26 logio
copias/millon de CMT. En consecuencia, al final del estudio -4 afios de SV- el grupo 1
alcanzo6 un nivel de ADN-HIV ligeramente inferior a los grupos 2 y 3 (p=0,159), siendo la
media igual a 1,74 logio copias/millon de CMT para el primero, 1,97 logio copias/millon de

CMT para el segundo y 1,95 logio copias/millon de CMT para el tercero.
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Figura 4.3. Velocidades de decaimiento del nivel de ADN-HIV total de acuerdo a la edad de inicio de la
SV y alo largo de 4 afios de SV sostenida.

Las lineas en color negro, violeta y verde representan la trayectoria del nivel de ADN-HIV total de acuerdo a
la edad de inicio de la SV (segun leyenda), estimadas mediante modelos lineales mixtos, y la linea
discontinua inferior en color gris representa el LIC del ensayo. Los puntos representan mediciones
individuales del nivel de ADN-HIV total en tiempos especificos a lo largo de 4 afios de SV y el color de los
mismos refleja la edad de inicio de la SV del correspondiente paciente.
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4.34.La frecuencia de circulos de 2-LTR decaen en el tiempo
independientemente del nivel de ADN-HIV total

La frecuencia de circulos de 2-LTR al momento de la SV fue de 72,2%. Dicha
frecuencia disminuyo significativamente a lo largo de 4 anos de SV (p=0,001), pero sin
influencia alguna por parte del nivel de ADN-HIV total (p=0,904), de la edad de SV
(p=0,113) y del rebote transitorio de la CVp en dicho periodo (p=0,198). A pesar de que el
nivel de ADN-HIV total no influyé en la dinamica de decaimiento de la frecuencia de
circulos de 2-LTR, se observo que la mediana de ADN-HIV total en las muestras con
circulos de 2-LTR detectables fue mayor en comparacion con aquellas que no presentaban
circulos de 2-LTR: 2,64 (CI1-C3: 1,95 - 3,06) vs. 1,95 (C1-C3: 1,57 - 2,68) logio
copias/millon de CMT, respectivamente (p=0,021). Durante los primeros 2 afios de SV, la
frecuencia disminuyo al 35,3%, mientras que a los 4 afios de SV alcanzo una frecuencia de

21,9%.

4.4. Dinamica de establecimiento y mantenimiento de los reservorios del

HIV-1 en nifos con SV temprana y prolongada

Un mayor conocimiento y entendimiento de la dindmica de establecimiento y
mantenimiento de los reservorios a lo largo de una SV sostenida y prolongada bajo los
esquemas de TARVc actuales, permitiria evaluar el impacto de nuevas terapias
antirretrovirales. Ademads, podria contribuir en la busqueda de biomarcadores asociados al
rebote de la CVp ante la suspension del TARVc y, en consecuencia, identificar posibles

pacientes candidatos a una remision viroldgica en ausencia de TARVc.

4.4.1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

A los fines de esta seccion, se ahondod en el estudio de 5 de los 36 pacientes de la
seccion 4.3, dado que fueron los Unicos que alcanzaron la SV antes del ano de vida y
perduraron bajo dicha condicion de forma prolongada (6 a 15 afios). La totalidad de los
mismos recibieron tratamiento antirretroviral profilactico en forma parcial o completa y

presentaron un perfil inmunologico normal a lo largo de todo el estudio (ver Tabla 4-7).
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Tabla 4-7. Caracteristicas descriptivas de los pacientes de la poblacion de estudio III (ver Materiales y
Métodos).

Caracteristica Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Genero Femenino Femenino Femenino Femenino Femenino
Afio de nacimiento 2009 2007 2000 2000 2004
Tratamiento antirretroviral profilactico® Completo Parcial Completo Completo Completo
Edad de inicio de TARVc (meses) 4 4 2 4 7
TARVG inicial® AZT+3TC AZT+3TC AZT+3TC AZT+3TC AZT+3TC
+LPV/r +LPV/r + NFV +NFV + NVP
CVp pre-TARVc (Logio copias/mL) 6,06 5,45 5,90 N/A 5,00
Edad de inicio de SV (meses) 8 10 11 8 11
Edad de ultima visita (afios) 6,4 9,8 16,7 16,4 14,4
?Zﬁg‘lwc‘ileui;‘g;f &?‘ﬁ pre- 2765 (50) 2891 (49) N/A 2527 (24) 2058 (25)
Recuento de células T CD4" en la dltima 1701 (47) 1471 (43) 857 (36) 684 (36) 1136 (41)

visita, células/mm? (%)
# Criterio de clasificacion basado en el protocolo ACTG 076: Completo, administracion de zidovudina a la madre durante el parto y al
bebé durante las primeras 6 semanas de vida; Parcial, administracion de zidovudina solo a uno de los anteriores; Ninguno, no
administracion de zidovudina, tanto a la madre como al bebé.

® AZT: zidovudina; LPV/r: lopinavir/ritonavir; NVP: nevirapina; 3TC: lamivudina.

4.4.2.El reservorio de HIV-1 en circulacion permanece estable a lo largo de 6 a 15

anos de SV sostenida, a pesar de un inicio de SV temprano

En la totalidad de los pacientes, se estim6 el tamano del reservorio en circulacion a
partir de la medicién longitudinal (pre-SV y durante 6-15 afios de SV, dependiendo del
paciente) de los niveles de ADN-HIV total y de circulos de 2-LTR, mientras que en 4 de
ellos se midié también el nivel de ARN-HIV no procesado en la ultima visita (ver Figura
4.4). La mediana de ADN-HIV total basal -pre-SV- fue igual a 4,40 (C1-C3: 2,75 - 4,47)
logio copias/millén de CMT, en tanto que la mediana de circulos de 2-LTR en dicho punto
fue de 2,11 (C1-C3: 0,74 - 2,18) logio copias/millon de CMT. Luego, si bien, la dindmica
del nivel de ADN-HIV total fue variable entre los pacientes, en 3 de ellos (pacientes 1, 2 y
5) se mantuvo detectable a lo largo de todo el periodo de estudio (6 a 10 afios de SV,
dependiendo del paciente). Por el contrario, el nivel de circulos de 2-LTR soélo fue
detectable hasta antes o en el momento justo que inicié la SV en la totalidad de los
pacientes. Sorprendentemente, en todos los pacientes a los que se le realizo la medicion el
nivel de ARN-HIV total no procesado (pacientes 2-5) durante la ultima visita, este fue

detectable, siendo la mediana igual a 3,64 (C1-C3: 3,61 - 3,64) logio copias/ug de ARN.

En los pacientes 2 a 5 se monitored la sefial de anticuerpos especificos anti-HIV-1

basal (al inicio de la SV, periodo donde aun hay presencia de anticuerpos maternos), entre
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los 1,1 y 1,8 afios de SV (lo que equivale a una edad >1,5 afios, pérdida de anticuerpos
maternos), y entre los 9,0 y 15,8 afios de SV. En todos los pacientes se observo un
descenso en la sefial S/CO (del inglés sample/cut-off), que es una medida indirecta del
titulo de anticuerpos anti-HIV-1, entre el segundo y tercer/ultimo tiempo de medicién (ver
Figura 4.4). En los pacientes 2, 4 y 5 los valores de S/CO alcanzados en el Gltimo tiempo
de medicion manifestaron la presencia de anticuerpos especificos contra el HIV-1, en
cambio en el paciente 3 dicho valor se correspondié con la ausencia de anticuerpos anti-

HIV-1, tratandose de un caso de seroreversion.
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Figura 4.4. Evolucion del tamaiio del reservorio de HIV-1 durante la SV.

Cada panel delimitado por lineas punteadas muestra la evolucion de los niveles de CVp (logio copias/mL),
ADN-HIV total (logio copias/10® CMT), circulos de 2-LTR (logio copias/10° CMT) y ARN-HIV no
procesado (logio copias/pg ARN), para cada paciente. Los simbolos solidos indican niveles cuantificables,
mientras que los vacios representan mediciones que estuvieron por debajo del LIC del correspondiente
ensayo. La sefial de anticuerpos anti HIV-1 (S/CO) fue representada con simbolos en color violeta y su escala
de nivel se encuentra en el eje y de la derecha.

4.4.3. Métricas del proceso de obtencion y caracterizacion de los haplotipos de
HIV-1 en CMT

Se obtuvieron de forma longitudinal los haplotipos de los 5 pacientes estudiados en
las secciones 4.4.1 y 4.4.2, mediante secuenciacion por NGS de un fragmento del gen gag
del HIV-1. En un anélisis global de todos los pacientes, se obtuvo un rango de 9.548 a
235.926 lecturas pareadas por muestra (media igual a 145.698). La tasa de error de todo el
proceso de secuenciacion se calculd en base al promedio de bases erroneas presentes en
tres réplicas del plasmido pNL4-3, que fueron secuenciados en simultaneo con las
muestras de interés. Dicha tasa de error total fue de 0,3%, por lo que se encontré dentro del
rango reportado para este tipo de procedimientos [190,191]. La mediana de haplotipos por
debajo de dicha tasa de error y que en consecuencia se descartaron del anélisis, fue de 21
(C1-C3: 2 — 35). Es importante mencionar que, tanto el nimero de lecturas como el
nimero de haplotipos obtenidos, no presentaron asociacion con el nivel de ADN-HIV total

(p=0,392, p=0,228, respectivamente).

Se entiende que los haplotipos defectivos -con codones de terminacion prematuros e
hipermutaciones- presentes durante la SV no forman parte del reservorio del HIV-1.
Asimismo, que hasta los primeros dos afios de SV el nivel de ADN puede decaer
significativamente. Por lo tanto, se consideraron a los haplotipos no defectivos obtenidos
luego de los primeros 2 afios de SV como parte del reservorio circulante. Considerando
todo ello, se evaluaron las caracteristicas y la dindmica de los haplotipos no defectivos de
cada paciente en dos periodos: 1) pre-SV’: desde el inicio del estudio, el cual coincide con
el inicio del TARVc, hasta el segundo afio de SV; y ii) pos-SV": luego del segundo afio de
SV hasta los 6 a 15 afios de SV, dependiendo del paciente (ver Figura 4.5). De acuerdo con
esta clasificacion, se observo que, la mediana de haplotipos defectivos por muestra y que,

en consecuencia, fueron eliminados del analisis fue igual a 1 (rango: 0 - 11) pre-SV" y 0
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(rango: 0 - 16) pos-SV’. La mediana de abundancia de estos haplotipos defectivos sobre el
total obtenido por muestra fue de 4,2% (C1-C3: 0,0 - 6,3) pre-SV" y 0,0% (C1-C3: 0,0 -
29,6) pos-SV’ (p=0,752). En cambio, la mediana de haplotipos no defectivos, que por lo
tanto fueron incluidos en el analisis, fue de 17 (C1-C3: 14 - 24) pre-SV’ e igual a 10 (C1-
C3:6-17) pos-SV’ (p=0,214).

pre-SV’ pos-SV’
P1— @0 —@® .
P2—e® L .
P3- @@ ® ® ® ()
P4- @ @ - . ® °
P5- @ = w ® e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Edad (afios)

Figura 4.5. Tiempos de muestreo para cada paciente.

Cada linea horizontal representa el tiempo de estudio para cada paciente, en donde se puede observar,
mediante un circulo de color, la edad del paciente en cada tiempo de muestreo. El color del circulo representa
el orden de la toma de muestra, por lo que los circulos rojos corresponden a las primeras muestras, los
rosados a las segundas y asi sucesivamente. En todos los pacientes, la primera muestra fue tomada previo al
inicio del TARVc. Asimismo, los haplotipos obtenidos a partir de la tercera muestra (pos-SV") fueron
considerados como parte del reservorio del HIV-1 en circulacion.

4.4.4. Ausencia de evidencia de evolucion genética del reservorio de HIV-1 en

circulacion

El procedimiento para la obtencién de los haplotipos mediante NGS fue compleja y
requirid de la manipulacion en simultdneo y de forma reiterada de los amplicones

obtenidos para todos los pacientes. Esto puede ocasionar la contaminacion y el
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entrecruzamiento de muestras entre pacientes. Por ello, previo al analisis de las relaciones
filogenéticas entre los haplotipos obtenidos para cada paciente, se evaluaron todos los
haplotipos de los 5 pacientes en un Unico analisis y se determind si hubo eventos de
contaminacion cruzada. En el arbol de la Figura 4.6 se puede observar que todos los
haplotipos de cada paciente se agrupan entre si y no con los de otro paciente, con un valor
de boostrap mayor a 98, descartando cualquier evento de contaminacion o
entrecruzamiento de muestras entre distintos pacientes. De esta manera, posteriormente, se

procedid al anélisis de cada paciente por separado.

o2

P.1 P.2 P.3 P.4 P.5
| H H H H

Figura 4.6. . Arbol filogenético obtenido por maximum likelihood a partir de los haplotipos de todos los
pacientes.

Los haplotipos de cada paciente se marcaron con distintos colores de acuerdo a la leyenda.

Para buscar evidencia de replicacion viral durante la SV sostenida, se compararon
los haplotipos de las muestras cercanas al inicio del TARVc con los haplotipos de los
distintos tiempos de SV sostenida. Si el virus replica durante la SV, es esperable que los
haplotipos aislados a distintos tiempos tengan un vinculo genético cercano en cada tiempo
de muestreo. Cuando se evaluaron las relaciones filogenéticas por maximum likelihood, se
observo en todos los pacientes, a excepcion del paciente 3, que los haplotipos de las
muestras tomadas a distintos tiempos se entremezclaron entre si (ver Figura 4.7). A modo

general, se puede observar que los haplotipos al momento del inicio de TARVc (M1) se
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distribuyen a lo largo de todo el arbol filogenético. Sin embargo, se observan
agrupamientos particulares, como en el caso del paciente 3, donde se observo que todos los
haplotipos del tiempo M2 y M3 se agruparon en un solo clado monofilético para cada

tiempo.

pre-SV’ pos-SV’

EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM6

Figura 4.7. Arbol filogenético de los haplotipos de cada paciente obtenido por maximum likelihood.

Los haplotipos obtenidos por cada tiempo del estudio se distinguieron con distintos colores de acuerdo a la
leyenda. La primera muestra (M1) de cada paciente se representan en color rojo, la segunda muestra (M2) en
rosado y asi sucesivamente.

La estrecha vinculacion genética de los haplotipos en SV no implica, directamente,
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evolucion. Para evidenciar la evolucion, ademas debe demostrarse que los cambios
genéticos se acumulan de manera temporal. En el andlisis de root-to-tip distance, que
evalua sobre el arbol filogenético la distancia genética de los haplotipos con respecto a los
distintos tiempos de muestreo, se observod que la regresion lineal obtenida para cada
paciente vari6 tan solo en un rango de R? de 0,001 a 0,198. Estos valores tan bajos dan
indicio de una carencia de estructura temporal, por tanto, esto muestra que en ningin
paciente se encontrd evidencia consistente de evolucion genética durante la SV, sugiriendo

que el virus no replica bajo TARVc¢ efectivo.

4.4.5.La proliferacion de células infectadas antes del inicio del TARVc es el

principal mecanismo de persistencia del reservorio de HIV-1 en circulacion

En la Figura 4.8 se representa la dinamica de los haplotipos no defectivos obtenidos
para cada paciente. Para un mejor andlisis, los haplotipos se clasificaron en 2 grupos: 1)
haplotipos tnicos, son aquellos que aparecieron solo en un tiempo de muestreo; y ii)
haplotipos repetidos, son aquellos que aparecieron en mas de un tiempo de muestreo. En
la Tabla 4-8 se evaluan las principales caracteristicas de ambos grupos de haplotipos en

pre- y pos-SV'.

Tabla 4-8. Composicion de haplotipos unicos y repetidos por muestra.

Variable, pre-SV’ pos-SV’
mediana (C1-C3)

Unicos Repetidos p-valor Unicos Repetidos p-valor
N° de haplotipos 14.(10 - 16) 6(4-9) 0,009 7(3-12) 4(4-8) 0,364
Abl.m.danma 0,93 2,68 <0,001 1,25 5,33 <0,001
individual, (%) 0,58-1,58)  (1,17-12,16) 0,81-2,69) (1,69 - 18,06)
: 18,52 85,37 25,05 92,91
0, 9 9 9 b <
Abundanciatotal, (%) 13 4 3453y (8147-9259) OO (673-4381) (6048 -95.12) 0,001

El nimero de haplotipos unicos por muestra fue considerablemente mayor al de
haplotipos repetidos durante pre-SV’ (mediana igual a 14 vs 6, respectivamente), mientras
que estos fueron similares durante pos-SV’ (mediana igual a 7 vs 4, respectivamente). Sin
embargo, los haplotipos repetidos presentaron una abundancia individual por muestra

significativamente mayor que los haplotipos Unicos, tanto en pre-SV’ (mediana de
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abundancia de cada haplotipo igual a 2,68% vs. 0,93%, respectivamente), como en pos-
SV’ (mediana de abundancia de cada haplotipo igual a 5,33% vs. 1,25%, respectivamente).
Al estudiar la proporcion que representan la totalidad de haplotipos repetidos y tinicos por
muestra, se observd que una proporcion significativamente mayor de los haplotipos
obtenidos eran repetidos, tanto durante pre-SV’ (mediana igual al 85,37% y 18,52% para
haplotipos repetidos y Unicos, respectivamente), como durante pos-SV’ (mediana del

92,91% y 25,05% para haplotipos repetidos y Unicos, respectivamente).
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Figura 4.8. Dinamica de los haplotipos no defectivos obtenidos para cada paciente, antes del inicio del
TARVc y durante la SV.

Se realizé6 un diagrama de Sankey por paciente para representar la dindmica de los haplotipos. En cada
diagrama, se representa en el eje x el tiempo de SV, mientras que cada haplotipo obtenido por tiempo se
representa mediante un rectangulo, en donde la altura del mismo es proporcional a la abundancia (frecuencia)
de dicho haplotipo. Los rectangulos en color representan a los haplotipos que aparecieron en mas de un
tiempo del estudio (haplotipos repetidos), mientras que aquellos en gris representan a los haplotipos que solo
aparecieron en una muestra (haplotipos unicos). Los haplotipos repetidos estan conectados de tal manera que
se puede observar la progresion de dicho haplotipo a lo largo del estudio.

Resulta interesante que los haplotipos mas abundantes luego del primer afo de SV
también se encontraban presentes previo al inicio del TARVc (ver Figura 4.8), y que
representaron una mediana de abundancia total igual al 70,82% (C1-C3: 48,21 — 94,58) por
muestra. Por lo tanto, la permanencia de esta gran abundancia de haplotipos, sin la
acumulacion de mutaciones desde el inicio del TARVc hasta los 6 a 15 afios de SV,
dependiendo el paciente, evidencia que el principal mecanismo de mantenimiento del
reservorio durante el TARVc efectivo es la proliferacion de células infectadas previo al

inicio del mismo.

Finalmente, se observd que los pacientes 3 y 5 presentaron una mayor fluctuacion en
la abundancia de haplotipos repetidos y mayoritarios, por lo que mostraron una dinamica
general mas estocastica que el resto de los pacientes. Asimismo, estos dos pacientes fueron
los que presentaron una mayor abundancia de haplotipos unicos por muestra, con un rango
de 29,47% a 100% en el paciente 3 y de 6,73% a 52,74% en el paciente 5. De hecho, el
paciente 3 fue el Gnico en presentar en una misma muestra haplotipos Unicos solamente,
hecho que se observé en la muestra al momento del inicio de la SV (2,1 afos de vida) y en
la siguiente (9,6 anos de vida). Es importante destacar que los haplotipos de esas dos
muestras se agruparon con el resto de los haplotipos obtenidos para dicho paciente (ver
Figura 4.6). En contraste a los pacientes 3 y 5, los pacientes 2 y 4 presentaron una

abundancia de haplotipos tnicos por muestra inferior al 10%.
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s. DISCUSION



Luego de mas de tres décadas desde el surgimiento de la pandemia del HIV-1 en
1981, la busqueda de una cura continda siendo el principal desafio. No obstante, en las
ultimas dos décadas se ha mejorado notablemente la eficacia de las drogas
antirretrovirales y disminuido su toxicidad. En paralelo, se mejor6d sustancialmente el
acceso al TARVc a nivel global, pasando de un total de 7,7 millones de personas que
vive con el HIV-1 bajo TARVc en 2010 a 23,3 millones en 2018 [17]. También, hubo
avances significativos en el tiempo de respuesta entre la confirmacion del diagnostico y
el inicio de TARVc. Esto conllevd a que una gran parte de los individuos con buena
adherencia al TARVc logre una SV sostenida, y de esta manera se reduzca
significativamente la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccion por HIV-1,
mejorando la calidad de dichos individuos. Inclusive, surgieron casos prometedores en
adultos, nifos, nifias y adolescentes que iniciaron el TARVc en forma temprana (etapa
aguda) y efectiva, y que luego de interrumpir el mismo presentaron un inusual control
inmuno-viroldgico sostenido [192]. Estos casos aportan evidencias unicas acerca de
como el inicio de TARVc en forma temprana y efectiva puede influir en la permanencia

y manifestacion del reservorio de HIV-1.

En este contexto, este trabajo de tesis tuvo como principal objetivo estudiar el
impacto del tiempo de inicio del TARVe¢, asi como el tiempo de respuesta al mismo, en
la evolucion del tamafio y la genética del reservorio viral en nifias y nifios HIV-
positivos por TV. Para ello, se desarrollaron ensayos para la cuantificacion de distintos
marcadores del reservorio de HIV-1, mediante los cuales se estudiaron poblaciones de
pacientes con diferente tipo y tiempo de respuesta al TARVc. Nuestros resultados
mostraron que el tiempo que demora el paciente en alcanzar la SV impacta en la
dindmica del tamafio del reservorio en circulacion, mientras que el tiempo de inicio del
TARVc, en nuestra poblacion de estudio, no influy6 en dicha dindmica. Méas importante
aun, se hallaron niveles cuantificables de ADN-HIV total y ARN-HIV no procesado
luego de 6 a 15 anos de SV, a pesar de que los pacientes iniciaron el TARVc
tempranamente y alcanzaron dicha supresion antes del afio de vida. Al estudiar el
mecanismo de persistencia de este reservorio circulante, se hallaron claras evidencias de
que el mismo se debe, principalmente, a la proliferacion homeostatica de células
latentemente infectadas previo al inicio del TARVc. Sin embargo, y a pesar de que no

se hallo sefial de evolucion genética del reservorio durante la SV, no se puede descartar

85



la posibilidad de que la replicacion viral residual sea también una via para el

mantenimiento del reservorio.

5.1. Desarrollo, evaluacion e implementacion de ensayos para el

monitoreo del reservorio circulante en nuestra regiéon

Desde la identificacion de los reservorios del HIV-1 en pacientes bajo TARVc, la
medicion de la persistencia del virus ha sido y continta siendo uno de los mayores
desafios dentro del campo de investigacion en HIV-1. En el presente trabajo se
desarrollaron tres ensayos para la cuantificacion de ADN-HIV total, circulos de 2-LTR
y ARN-HIV no procesado. Todos estos ensayos comparten el principio de PCR en
tiempo real semi-anidada y ademads los ensayos de ADN-HIV total y ARN-HIV no
procesado utilizan los mismos cebadores en su totalidad, que a su vez, son parcialmente
los mismos a los del ensayo de circulos de 2-LTR. Es por ello que se decidio evaluar el
desempefio en solo unos de los ensayos, que fue el ADN-HIV total, y luego corroborar
dichos pardmetros en los otros dos. Los ensayos presentaron un desempefio satisfactorio
con una elevada sensibilidad (LIC de 3 a 7 copias por reaccion) y precision (rango de
DS inter-ensayo no mayor a 0,9), asi como una adecuada eficiencia de amplificacion
(>95%). Resulta importante destacar, que la sensibilidad alcanzada para los ensayos
desarrollados utilizando el principio de PCR en tiempo real semi-anidada fue superior a
la reportada para los métodos de PCR en tiempo real convencional [193], los cuales
tienen dificultades para la cuantificacion de niveles inferiores a 100 copias por reaccion
[194]. Pasternak et al. reportaron una sensibilidad similar (4 copias por reaccion)
también mediante el uso de PCR en tiempo real semi-anidada [187]. Sin embargo,
dichos ensayos presentaron una menor precision con respecto a los desarrollados en este
trabajo (DS>1,5). Por otro lado, la mayoria de los ensayos de PCR desarrollados para la
cuantificacion de las diferentes formas de ADN-HIV son altamente especificos para las
cepas de subtipo B [195-197], los cuales predominan en América Central y del Norte,
junto con Australia y gran parte de Europa [198]. No obstante, en gran parte de América
del Sur, incluida Argentina, las cepas circulantes son predominantemente recombinantes
BF. Por este motivo, cabe destacar que las metodologias desarrolladas en el presente
trabajo permiten la cuantificacion de ADN-HIV total y episomal, y de ARN-HIV no

procesado de cepas B, incluidas las cepas recombinantes BF de circulacion local. Este
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hecho fue demostrado tras el estudio de muestras clinicas, en donde fue posible detectar
ADN-HIV total en casi todas las muestras con CVp detectable (96%, 29/30), como asi
también en aquellas con CVp no detectable (92,8%, 39/42). De hecho, este nivel de
deteccion en pacientes con CVp no detectables se encuentra entre los maximos

reportados [199-201].

Los ensayos desarrollados constituyen una importante herramienta para el estudio
de los reservorios del HIV-1 en nuestra region, donde han sido escasamente abordados

y menos aun en poblaciones pediatricas hasta el desarrollo del presente trabajo.

5.2. Impacto del TARVc efectivo sobre el tamaio del reservorio:

evaluacion del tiempo del inicio de tratamiento y supresion viral

A partir del desarrollo de los ensayos para la medicion de diferentes marcadores
de reservorio de HIV-1, se evalud en primera instancia, el comportamiento del nivel de
ADN-HIV total en pacientes con respuesta efectiva y no efectiva al TARVe. La
cuantificacion del nivel de ADN-HIV es de gran utilidad para el monitoreo de la
infeccion y recobra més valor aiin en la evaluacion de diferentes terapias cuando la CVp
se vuelve indetectable. Se ha reportado en adultos que el nivel de ADN-HIV es un
predictor del éxito del TARVc a largo plazo [202]. En dicho estudio los pacientes con
bajo nivel de ADN-HIV al momento de inicio del TARVc¢ presentaron mejor respuesta
viroldgica e inmunoldgica al tratamiento y mayor sobrevida. En poblaciones pediatricas
existen escasos datos acerca del nivel de ADN-HIV. Nuestros resultados mostraron que
los niveles basales (pre-TARVc) de ADN-HIV total fueron similares entre pacientes
pediatricos respondedores y no respondedores al TARVe, en concordancia con lo
reportado por Tierney et al. [203]. Durante el TARVc, los pacientes respondedores
alcanzaron niveles mas bajos que los no respondedores, que mantuvieron los niveles
basales, aunque dicha diferencia no fue significativa. Sin embargo, la reduccion del
nivel de ADN-HIV total luego de aproximadamente dos afios de TARVc fue
significativamente superior en pacientes respondedores. Avettand-Feénoél et al. a partir
de una revision bibliografica sobre el comportamiento del nivel de ADN-HIV total,
reportaron resultados similares, aunque principalmente basado en el estudio de
poblaciones adultas [151]. Ademads, en ese mismo trabajo se observo que el ADN-HIV

total durante el TARVc se correlaciona directamente con el nivel ADN-HIV total y la
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CVp basal, lo cual se encuentra en linea con lo reportado por Boullé ef al. [204] en
poblacion pediatrica. En contraste a estos dos trabajos, en nuestra cohorte no se
observaron dichas asociaciones, al igual que lo reportado por Désiré et al. [197],
aunque, es importante considerar que por el bajo nimero de pacientes de nuestra

cohorte, no se pueden desestimar las correlaciones antes mencionadas.

El inicio temprano del TARVc esta asociado no solo a una mejora en la morbi-
mortalidad de los individuos, tanto adultos como nifios, que viven con el HIV, sino
también a un menor tamafio del reservorio [148]. Sin embargo, existen resultados
disimiles acerca de cuan temprano debe ser el inicio de TARVc como para limitar el
tamafio del reservorio [205-208]. Esto se debe en gran parte a que dichos estudios
evaluaron diferentes poblaciones celulares que conforman el reservorio, por lo que el
impacto del TARVc sobre las mismas puede no ser el mismo. Sumado a esta
discrepancia, la dindmica del reservorio del HIV-1 ha sido escasamente estudiada en
pediatria [151] en comparacion con adultos. Los principales estudios en pediatria se
enfocaron principalmente en el efecto inmediato del TARVc (primeras 24 semanas de
vida) sobre el tamafio del reservorio [83]. No obstante, ain no se ha determinado
claramente el efecto del TARVc efectivo y duradero sobre el tamafio del reservorio
circulante en nifios y, al mismo tiempo, como este se ve afectado por la edad de inicio
de la SV. Es por ello, que en este trabajo nos propusimos determinar la dindmica del
tamano del reservorio circulante, estimada mediante modelos lineales mixtos usando la
medicion longitudinal de ADN-HIV total, a lo largo de 4 afios de SV en pacientes HIV-
positivos por TV y que alcanzaron dicha supresion de forma temprana (<1,5 afios de
edad), tardia (>1,5 - 5 afios de edad) y muy tardia (>5 afios de edad). Es relevante
mencionar que, debido a los criterios de inclusion, entre los cuales la disponibilidad de
muestras al momento de la SV fue uno de los principales determinantes, se
seleccionaron de forma retrospectiva pacientes que nacieron mayoritariamente en el afio
2000. En aquel entonces, el inicio de TARVc solo era recomendado en poblaciones
adultas y pediatricas HIV-positivas que presentaban sintomas asociados a SIDA o una
inmunosupresion severa [121], en tanto que hoy se recomienda iniciar el TARVc tan
pronto se confirma la infeccion por HIV-1 [133,134]. Por ello, la mayor parte de nuestra
cohorte presentd un inicio de TARVc tardio. Si bien actualmente los pacientes que
inician TARVc tardiamente no son candidatos para estudios de cura y por ende no

resulta atractivo con ese fin estudiar los reservorios, estos pueden aportar informacion
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fundamental para comprender la dindmica del reservorio a largo plazo en infecciones
bien establecidas. Ademas, es importante mencionar que el inicio tardio de TARVc
continua siendo uno de los principales desafios en una gran parte de los paises sub-

desarrollados o en vias de desarrollo [17].

De acuerdo a nuestros resultados, el nivel de ADN-HIV total presenta un
decaimiento bifasico durante la SV. En la primera etapa, durante los primeros 2 afios de
SV, el decaimiento es marcadamente significativo, mientras que luego de ese periodo el
nivel de ADN-HIV total alcanza un plateau y permanece constante. Un comportamiento
bifasico similar ha sido reportado por Besson et al. [209] en adultos, pero con la
diferencia de que la primera etapa de declive significativo luego del inicio del TARVc
fue de 4 afios y no de 2 como encontramos en nuestro trabajo. Sin embargo, en otro
estudio en adultos se observo una dinamica de decaimiento en tres fases, donde la
mayor caida se observd durante los primeros 8 meses de TARVc [205]. Una de las
principales diferencias de nuestro trabajo respecto a lo observado en adultos fue que el
nivel de ADN-HIV total alcanzado a los 4 afios de SV fue considerablemente bajo
(media de 1,89 logio copias/10°® CMT), siendo necesario en adultos aproximadamente
10 afios de SV para llegar a dicho nivel [209]. Asimismo, este nivel alcanzado fue
independiente de la edad a la cual los nifios y nifias alcanzaron la SV. Sin embargo,
encontramos que el grupo que alcanz6 la SV mas temprano (<1,5 afios) tendio a un
mayor descenso de nivel de ADN-HIV total durante los primeros 2 afios de SV respecto
a los grupos que alcanzaron dicha supresion mas tarde (>1,5 - 5 afios y >5 afios; media
de velocidad de decaimiento estimada igual a -0,68 logio copias/10® CMT por afio,
comparada con -0,33 y -0,29 logio copias/10° CMT por afio, respectivamente). Esta
diferencia no fue significativa, posiblemente debido al bajo nimero de muestras en los
dos grupos que alcanzaron la SV mads temprano respecto al grupo que alcanzo la SV
mas tarde (8 pacientes en los primeros dos grupos vs. 20 en el Gltimo grupo). Resultados
similares, fueron reportados por Uprety ef al. [210] en simultaneo a los nuestros [211].
En dicho trabajo no solo se observo una dindmica bifasica en el nivel de ADN-HIV total
en nifias y nifios HIV-positivos por TV, sino también que cuanto mdas temprano se
alcanza la SV (<1 afo vs. 1-5 afnos) mayor es el descenso de ADN-HIV total durante los
primeros 2 afios de SV. En conjunto, nuestros hallazgos remarcan la importancia del

inicio temprano y efectivo del TARVc en el control del tamafo del reservorio e,
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hipotéticamente, en la capacidad de control viroldgico (remision virologica) ante una

suspension del tratamiento.

El rapido descenso del nivel de ADN-HIV total observado al inicio del TARVc
puede entenderse como el impacto inmediato de dicho tratamiento en la limitacion de la
replicacion del virus en distintas sub-poblaciones celulares, en conjunto con la muerte
de células T infectadas y activadas que son de baja vida media. De hecho, las células T
transicionales y efectoras de memoria que tienen una vida media mas corta son las
primeras en infectarse, con respecto a las células T naive y centrales de memoria [212].
Este efecto inmediato del TARVc¢, asimismo, contribuye con la preservacion del sistema
inmune y retroalimenta una mejor respuesta contra la infecciéon por HIV-1. Luego,
durante la fase de equilibrio del nivel del ADN-HIV total es posible que el reservorio
esté replicando de manera residual [213-215] o bien que se produzcan ciclos de
expansion clonal de células latentemente infectadas [148,216]. La supervivencia de
células de memoria de larga vida infectadas tempranamente podria ser otro factor
importante en la estabilidad del reservorio, aunque su persistencia durante 4 afos es

poco probable.

En términos generales, esta bien establecido que cuanto mas temprano es el inicio
del TARVc menor es el tamafio de reservorio [146,147,217]. No obstante, en nuestro
estudio no se encontr6 diferencia al comparar el decaimiento de ADN-HIV total en
pacientes que iniciaron el TARVc antes y después de los 6 meses de vida. Esto podria
deberse a una caracteristica propia de nuestra cohorte, en donde la mayoria de los
pacientes que iniciaron TARVc tempranamente (<6 meses de vida) mostraron un retraso
para alcanzar la SV y, por ende, dicho tiempo termind por ser similar al de pacientes
que iniciaron el tratamiento més tarde (>6 meses de vida). Es probable que esto se deba
principalmente a una irregular o mala adherencia al TARVc. En linea con nuestros
resultados, un estudio relativamente reciente no encontro diferencia en el nivel de ADN-
HIV total durante 96 semanas de TARVc entre nifios que iniciaron el TARVc antes y
después de los 6 meses de vida [218]. Esto refleja que el tiempo de inicio del TARVe
no siempre esta asociado al tiempo de inicio de la SV, por lo que este Ultimo seria un

predictor mas preciso del tamafio del reservorio.

Se hall6 una influencia moderada (p=0,020) por parte del nivel de células T CD4"

en el decaimiento del nivel de ADN-HIV total durante los primeros 2 afos de SV
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(media de velocidad de decaimiento en CMT ajustada al recuento de células T CD4"
igual a -0,34 logio copias/10°® células T CD4", mientras que sin ajustar es igual a -0,57
logio copias/10°® CMT). Sin embargo, los niveles de ADN-HIV total ajustados y no
ajustados al recuento de células T CD4" correlacionaron significativamente (p<0,001),

tal como lo reportado también por Avettand-Fénogl ez al. [189].

En los ultimos afios, ha surgido un especial interés por determinar la procedencia
del virus que emerge luego de producirse un rebote de la CVp tras suspender el TARVc,
asi como en dilucidar posibles marcadores que permitan predecir el tiempo de rebote de
la CVp luego de suspender el tratamiento [156,219-221]. A partir de estas lineas de
investigacion y del hecho de que aproximadamente la mitad (55,6%) de nuestra cohorte
bajo SV experimentd en una o mas ocasiones un rebote transitorio de la CVp, nos
surgio el interés por determinar el efecto de dichos picos de viremia sobre el tamafio del
reservorio de HIV-1 en circulacion. De este modo, se modelaron las curvas de
decaimiento de ADN-HIV total en CMT para los pacientes con y sin rebotes de la CVp.
A partir de las cuales se determino6 que el rebote de la viremia plasmatica, por debajo de
1000 copias/mL, no tiene impacto en ninguna de las dos etapas de decaimiento del nivel
de ADN-HIV total en CMT. En otras palabras, nuestros resultados sugieren que el
rebote transitorio de la viremia plasmatica bajo TARVc efectivo no seria suficiente
como para modificar el tamafio del reservorio circulante. Sin embargo, Ramratnam et
al. observaron que en adultos la velocidad de decaimiento del reservorio de HIV-1,
estimado mediante QVOA, durante TARVc efectivo y prolongado se ve
significativamente afectado por el rebote transitorio de la CVp [222]. Por lo tanto, se
requieren futuras investigaciones para evaluar si el contraste con nuestros resultados
responde a diferencias entre el comportamiento del reservorio estimado mediante
QVOA y ADN-HIV total, o bien a que la cinética del reservorio seria diferente entre

adultos y nifios.

Curiosamente, si bien encontramos que la frecuencia de circulos de 2-LTR
disminuy¢ significativamente durante la SV, esta continué siendo elevada luego de 2 y
4 afos de SV, manteniéndose arriba del 20%. Algunos estudios demostraron que los
circulos de 2-LTR son formas labiles con una vida media muy corta y, por lo tanto, es
un marcador del nivel de replicacion viral residual bajo TARVc efectivo [223,224]. Por
el contrario, otros estudios sefialan que los circulos de 2-LTR son estables in vitro, y

que podrian permanecer de forma prolongada en células infectadas, de alta vida media y

91



que no se encuentren en division [225,226]. Esto trabajos nos sugieren que la
permanencia de niveles detectables de circulos de 2-LTR durante una SV prolongada,
podria deberse a la replicacion residual del virus o a la persistencia de estas formas

episomales, generadas previo al inicio del TARVc, en células de larga vida.

Durante esta parte del estudio se presentaron varias limitaciones. La primera y
mas relevante fue la predominancia de pacientes con respuesta efectiva pero tardia al
TARVec, lo cual gener6 que el analisis comparativo entre grupos con diferente tiempo de
respuesta al TARVc¢ no fuera balanceado y que los resultados posiblemente no tengan la
suficiente potencia estadistica. Segundo, la imposibilidad de contar con registros de
adherencia al TARVc para nuestra cohorte pudo haber subestimado el impacto del
tiempo de inicio de TARVc en la dindmica de los reservorios. Por ultimo, el hecho de
no contar con muestras para la medicion del tamano del reservorio mediante QVOA no
permitié contrastar el nivel de sobrestimacion del tamafno del reservorio que es sabido

que presenta el ensayo de ADN-HIV total [193].

5.3. Estudio del mecanismo de mantenimiento del reservorio circulante:

expansion clonal vs. replicacién viral residual

En la actualidad, no se ha determinado ningin marcador que permita predecir con
precision el éxito de una remision viroldgica luego de suspender el TARVc efectivo.
Una mejor comprension de los mecanismos de persistencia del reservorio es necesaria
para determinar los factores implicados en el éxito o la falla de la remision viroldgica
posterior a la suspension del TARVc efectivo. Tanto es asi, que actualmente se
encuentra en discusion la existencia o no de replicacion viral continua bajo TARVc
efectivo y, en consecuencia, si esta constituye un mecanismo de persistencia del
reservorio. Con el objetivo de investigar dicha controversia, estudiamos la dinamica del
tamafio y la genética del reservorio circulante, durante al menos 6 afilos de TARVc en
los pacientes que alcanzaron la SV mads tempranamente en nuestra cohorte (<1 afio de

vida).

Nuestros resultados mostraron una persistencia sostenida del nivel de ADN-HIV
total en 3 de 5 pacientes a lo largo de 6 a 15 afios de SV. Sorprendentemente, en estos 3
pacientes el nivel de ADN-HIV total encontrado al final del estudio fue

considerablemente elevado, tal que fue similar al nivel presente al momento de la SV
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(>3 logio copias/10° CMT). Mientras que los otros 2 pacientes, a pesar de haber tenido
similar profilaxis, esquema y edad de inicio de TARVc al de los 3 anteriores,
presentaron niveles de ADN-HIV total por debajo del LIC del ensayo en algin

momento de la SV.

En contraste al comportamiento dispar entre pacientes observado para ADN-HIV
total, el nivel de circulos de 2-LTR fue indetectable mas alla del inicio de la SV en la
totalidad de los mismos. En los 5 pacientes estudiados, la discusién acerca de la
estabilidad de las formas episomales del HIV-1 en células infectadas previo al TARVc
efectivo queda practicamente descartada, dada la cantidad de afios bajo SV (>6 anos) de
los mismos. Por ello, la ausencia de circulos de 2-LTR en al menos 3 ocasiones durante
el TARVc efectivo estaria evidenciando que los eventos de transcripcidon inversa son
muy escasos a nulos y, por ende, que es poco probable la generacion de nuevos ciclos
de infeccion durante la SV. Igualmente, para confirmar nuestros resultados resulta
necesario el estudio de un mayor numero de muestras y con mayor proximidad de
tiempo entre las mismas, ya que esto permitird incrementar las chances de deteccion de
los productos tempranos del proceso de transcripcion inversa. Ademas, seria interesante
incluir en dicho estudio a pacientes bajo tratamiento con IN, ya que se ha reportado que

el nivel de circulos de 2-LTR podria ser mas elevado en dichos pacientes [225].

En 3 de 4 pacientes estudiados se detectd, inesperadamente, un alto nivel de
ARN-HV no procesado (>3 logio copias/ug de ARN) en la ultima visita (6 a 15 afios de
SV). Este resultado constituye uno de los primeros en reportar una considerable
actividad transcripcional del HIV-1 luego de mas de 6 afios de SV y a pesar de un
control virologico temprano (<1 afio), en adolescentes infectados por TV. Uprety ef al.
[218] reportaron niveles muy bajos (alrededor de 1 logio copias/ug de ARN) a no
detectables de ARN-HIV no procesado luego de 2 afios TARVc efectivo y temprano
(mediana de 2 meses) en nifias y nifios. De forma similar, Li ef al. encontraron niveles
muy bajos de ARN-HIV no procesado (mediana inferior a 200 copias/10° células T
CD4") luego de 52 semanas de TARVc¢ efectivo en adultos con inicio de TARV¢, tanto

durante la etapa aguda como cronica de la infeccion [156].

La medicion de los niveles de ARN-HIV procesado y no procesado es muy
variable, debido a que el proceso se encuentra altamente influenciado por el método de

extraccion de ARN intracelular, la integridad de la muestra y las altas chances de que el

93



ARN extraido presente trazas de ADN genémico [227]. Es importante remarcar que en
nuestro trabajo se corroboraron la concentracion e integridad del ARN extraido
mediante espectrofotometria de micro gota y geles de agarosa, respectivamente, y que
ambas fueron adecuadas en todas las muestras estudiadas. Asimismo, se cuantifico cada
muestra de ARN por quintuplicado en ausencia de RT como control de amplificaciéon no
deseada de ADN. En ninguna replica de todas las muestras estudiadas hubo
amplificacion, lo cual descarta la presencia de trazas significativas de ADN y su

influencia en el nivel de ARN-HIV no procesado que se obtuvo en los pacientes.

De acuerdo a varios reportes, el nivel de ARN-HIV no procesado previo a la
suspension del TARVc efectivo es uno de los pocos marcadores que ha mostrado un
comportamiento diferencial entre pacientes que experimentan un rebote temprano y
tardio de la CVp luego de interrumpir dicho tratamiento [219,228]. En base a esto y al
elevado nivel de ARN-HIV no procesado encontrado en nuestra cohorte, seria poco
probable el éxito de la remision virologica tras suspender el TARVc, en pos de
disminuir los efectos adversos asociados al mantenimiento de dicho tratamiento a largo

plazo.

Es importante mencionar que durante nuestro estudio se hallé un paciente que
perdio la respuesta humoral especifica contra el HIV-1 -seroreversion- (paciente 3 de la
cohorte III, ver materiales y métodos, y resultados). La perdida de anticuerpos
especificos contra HIV-1, como la experimentada por este paciente, ha sido reportada en
un muy bajo nimero de individuos y ha sido asociada principalmente al inicio de
TARVCc efectivo temprano [229] y a algunos determinantes genéticos [230], aunque los
mecanismos detras los mismos se desconocen. En el paciente con seroreversion se
observo un declive muy significativo del nivel de ADN-HIV total al momento de la SV
(desde 4,47 logio copias/10®° CMT previo al TARVc¢ hasta <LIC al comienzo de la SV),
y mantuvo niveles cercanos o inferiores al LIC durante 15 afos de SV. Resulta
importante destacar, que pese a que el nivel de ADN-HIV total se mantuvo bajo desde
el inicio de la SV, fue posible amplificarlo y detectarlo en todas las muestras al
momento de construir las librerias de NGS, para el estudio de las variantes genéticas del
virus. Aun asi se haya detectado al virus por medio de esta metodologia de elevada
sensibilidad, pero considerablemente compleja, este paciente, junto a otros en donde la
CVp y el resultado de los test serologicos son negativos, podrian no ser identificados

como HIV-positivos durante el proceso de donacion de sangre u 6rganos. No obstante,
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esto solo podria ocurrir si la persona no revelase que vive con el HIV-1 durante la
entrevista previa a la donacion, o en el caso de un donante cadavérico HIV-1 positivo
del cual se desconozca dicho antecedente [231]. Esta situacion manifiesta la importancia
que tiene el uso de técnicas de screaning altamente sensibles en donantes de sangre u
organos. Al respecto pudimos observar que en el paciente con seroreversion de nuestro
estudio, el inico marcador de HIV-1 que presentd un nivel elevado fue el ARN-HIV no
procesado. A esto se suma que el resto de los pacientes con SV prolongada, también
presentaron niveles detectables de ARN-HIV no procesado, y que ademas este marcador
tiene la singularidad de predecir el comportamiento del virus libre en plasma de
pacientes con SV [156,227]. Todo esto sugiere que la medicion del ARN-HIV no
procesado podria ser de gran utilidad para el monitoreo de la infeccién en pacientes

avirémicos.

Con el objetivo de determinar si el HIV-1 replica durante el TARVc efectivo, se
estudi6 mediante NGS la composicion genética del reservorio de ADN en circulacion,
desde el inicio del TARVc hasta los 6 -15 afios de SV. Nuestros resultados mostraron la
ausencia de acumulacion de cambios nucleotidicos durante el TARVc efectivo y
sostenido en la totalidad de los pacientes estudiados, lo que resalta la estabilidad
genética del reservorio. En consecuencia, este hallazgo apoya la hipotesis que sostiene
que el HIV-1 no replica de forma residual durante el TARVc efectivo. Resultados
similares fueron reportados en adolescentes por Van Zyl et al. [169], y en adultos por
Brodin et al. [232], Josefsson ef al. [233] y von Stockenstrom ef al. [166]. Asimismo, se
hall6 en todos los pacientes a lo largo de 6 a 15 afnos de SV que la mayor parte de la
abundancia de haplotipos (mediana igual a 70%) se encontraba previo al inicio del
TARVc. La persistencia de estos haplotipos podria estar representando muy
posiblemente a la progenie de clones de células infectadas previo al inicio de TARVc.
Imamichi ef al. mediante el mapeo de los sitios de integracion del HIV-1, hallaron que
un clon de célula T CD4" de memoria infectada con una variante defectiva, como su
progenie, puede persistir por mas de 17 anos [234]. Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren fuertemente que la expansion clonal de células infectadas previo al inicio del

TARVc es el principal mecanismo de mantenimiento del reservorio.

Para determinar si hay replicacion viral en curso durante el TARVc efectivo, es
importante evitar el submuestreo y, por lo tanto, estudiar las poblaciones provirales en

diferentes muestras a lo largo de varios afios de SV y compararlas con aquellas
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presentes antes del inicio del TARVc (o bien luego de un periodo muy cercano al
mismo). En el presente trabajo, con el objetivo de incrementar el soporte de nuestros
resultados, se analizaron 3 a 5 muestras durante al menos 6 anos de TARVc efectivo y
una al momento del inicio de dicho tratamiento, de forma similar al destacado trabajo de
Brodin et al. [232]. En contraste con esto, en el resonante trabajo publicado por
Lorenzo-Redondo et al. [163] se estudiaron las variantes provirales de tres pacientes
durante tan solo los primeros 6 meses de TARVc efectivo (dos muestras), y se concluyo
que hubo evolucidon viral bajo TARVc efectivo. A nuestro entender, esta sehal de
evolucion puede tratarse, muy probablemente, de un artefacto generado por el evidente
submuestreo. Al mismo tiempo, durante el corto periodo de TARVc que abarca el
estudio se produce un rapido decaimiento del nimero de células infectadas [235] y, en
consecuencia, un recambio de la poblacion proviral que pude generar una falsa sefial de
evolucion viral. Este comportamiento se asemeja al observado en el paciente 3 de
nuestra cohorte, quién present6 sefial de evolucion durante los primeros dos afios de SV
(M2= 0,7 anos y M3= 2,1 afios, ver Figuras Figura 4.7 y Figura 4.8) y que luego de
dicho periodo (>2 — 15 afios de SV) dejo de mostrar dicha sefial de evolucion. Ademas,
resultd interesante observar que en el periodo de SV que el paciente 3 tuvo sefial de
evolucion viral, solamente se presentaron haplotipos tnicos y agrupados en clados

monofiléticos, lo cual no ocurri6é en ningun otro paciente.

Debido a la complejidad y el tamafio de las poblaciones provirales durante el
TARVCc efectivo, la profundidad de secuenciacion (definida como el numero de veces
que se secuencia una base dentro de un fragmento o genoma de interés) puede afectar
sustancialmente el resultado de la inferencia filogenética [236]. En otras palabras,
cuanto mayor es el nimero de secuencias obtenidas, mayor es la posibilidad de
encontrar nuevas variantes virales. En este sentido, es importante destacar que la
profundidad de secuenciacion en nuestro trabajo fue considerablemente mayor (media
de lecturas obtenida igual a 145.698) respecto a los trabajos mencionados con
anterioridad (media de lecturas varid entre 20 y 35.000, dependiendo el trabajo)
[163,169,232]. Otro aspecto relevante de nuestro trabajo es que para el andlisis de RTT
elegimos enraizar con la secuencia consenso B, que fue obtenida a partir de la base de
datos de Los Alamos National Laboratory. Esta eleccion se basd en el trabajo reportado
por Kearney ef al. [237] donde se demostré que la ocurrencia de evolucion depende,

claramente, de la eleccion del método de enraizamiento para el anélisis.
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Este trabajo es hasta el presente uno de los pocos, sino el tnico, en evaluar en
profundidad la dindmica de cada uno de los haplotipos encontrados desde el inicio del
TARVc hasta 6 a 15 afios de SV. En los 5 pacientes estudiados la dinamica de los
haplotipos fue compleja, observandose la emergencia de nuevos haplotipos y la
desaparicion de algunos pre-existentes en periodos de tiempos muy variables. Este
hecho fue particularmente notorio en los pacientes 3 y 5, quienes experimentaron
fluctuaciones muy pronunciadas en la frecuencia de sus distintos haplotipos a lo largo
del estudio. En el paciente 3, por ejemplo, se observd que el haplotipo minoritario
previo al inicio del TARVc terminé siendo el mas abundante al final del estudio (>15
afios de SV). En cuanto al paciente 5, los haplotipos mayoritarios fluctuaron
constantemente durante la SV, disminuyendo y aumentando considerablemente sus
frecuencias entre muestras consecutivas. Estas fluctuaciones pueden ser el reflejo de la
dindmica global de las células T CD4", que se caracteriza por fases de expansion y
contraccién mediadas por la exposicion a antigenos [238]. En cambio, en los pacientes
1, 2, y 4 los haplotipos mayoritarios presentaron una mayor estabilidad, de tal modo que
a lo largo de todo el estudio tuvieron un mismo haplotipo mayoritario. Por otra parte, en
todos los pacientes se hallo un considerable numero de haplotipos tnicos durante la SV,
pero que representaban una abundancia minoritaria; y en menor medida se observé la
emergencia de nuevos haplotipos repetidos que no se encontraban previo al inicio de
TARVec. Si bien esto podria estar reflejando el surgimiento de nuevas variantes virales,
como consecuencia de una posible replicacion continua del virus bajo TARVc efectivo,
esto es poco probable. Esto se debe a que tal como se menciond anteriormente, los
haplotipos tnicos presentaron una baja abundancia en todas las muestras (mediana igual
a 1,25%) y, por lo tanto, pudieron haber estado presentes en otras muestras durante el
estudio, pero en niveles inferiores a la sensibilidad del método. O bien, debido a que
parte de estos haplotipos unicos presentaron frecuencias muy proximas a la tasa de error

del proceso podrian tratarse de artefactos del mismo.

Nuestro trabajo, al igual que los estudios de Brodin et al. [232], Lorenzo-
Redondo ef al. [163] y Van Zyl et al. [169], presenta la limitacion de estudiar solamente
el comportamiento de una pequena region del HIV-1. Por ende, el comportamiento de la
region estudiada puede ser diferente al de otras regiones del genoma de HIV-1 para una
misma variante, o haplotipo en el caso de nuestro trabajo. Sin embargo, es importante

aclarar, por un lado, que durante el TARVc efectivo el ADN proviral alcanza su menor
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nivel, por lo cual resulta muy dificil lograr una buena cobertura y profundidad de
amplificacion en distintas partes del genoma del HIV-1 y menos atn a lo largo de todo
el mismo. Por otro lado, en el presente trabajo se analiz6 una regioén dentro del gen gag
que presenta suficiente diversidad genética como para evaluar si existe sefal de
evolucion durante el TARVc efectivo [190]. Otra limitacion de nuestro trabajo,
compartida también por la gran mayoria de los reportes mencionados con anterioridad
[163,166,169,232,233], fue que se estudiaron las variantes provirales a partir de CMT.
Estas variantes no necesariamente representan al reservorio del HIV-1, como si es el
caso de las variantes presentes en los viriones liberados al sobrenadante de cultivo de
células TCD4+ en reposo (mediante QVOA). Ademas, ya que para la obtencion de estas
ultimas variantes se cultivan las células por dilucion limite, se disminuyen
significativamente los eventos de re-amplificacion y los errores en la reconstruccion de
variantes o haplotipos [239]. No obstante, esta estrategia es altamente laboriosa, poco
reproducible y muy costosa, tanto es asi, que en nuestro conocimiento ha sido

escasamente reportada [168].

En conclusion, tras evaluar durante 6 a 15 afios de SV diferentes marcadores
moleculares del reservorio del HIV-1 asociados a la generacion de nuevas rondas de
infeccidon, como las relaciones filogenéticas y la dindmica de los haplotipos, no se
hallaron evidencias de replicacion viral bajo TARVc efectivo en ninguno de los
pacientes estudiados. Si bien, debido a las limitaciones de nuestros estudios, no
podemos excluir la posibilidad que el HIV-1 replique en un pequefio grupo de células
y/o compartimentos, nuestros resultados sugieren que la expansion clonal seria el

principal mecanismo, sino el tinico, involucrado en el mantenimiento del reservorio.
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6. CONCLUSION GENERAL
E IMPLICANCIAS



En su conjunto, los resultados reportados en el presente trabajo de tesis abordan
diferentes aspectos sobre el establecimiento y mantenimiento del reservorio circulante
en nifos, nifias y adolecentes que contrajeron la infeccion por el HIV-1 mediante TV y
con diferente tiempo de inicio y respuesta al TARVc. En primer lugar, se ha
desarrollado e implementado una bateria de ensayos moleculares para el monitoreo de la
persistencia del HIV-1, los cuales han sido adaptados a las cepas circulantes en nuestra
region. Debido a su sensibilidad, estos ensayos pueden ser ttiles para el monitoreo de la
eficacia de estrategias terapéuticas contra el HIV-1. En segundo lugar, no se hall6
diferencia en el tamafio del reservorio, estimado por el nivel d¢ ADN-HIV total, entre
pacientes con inicio del TARVc antes y después de los 6 meses de vida. En contraste, se
hall6 que cuanto antes se alcanza la SV mayor es el decaimiento del reservorio
circulante durante los primeros 2 afios de SV. El valor de ADN-HIV total al final de
dicho periodo fue 6 veces inferior en pacientes que alcanzaron la SV durante el primer
afio y medio de via, respecto a los que la alcanzaron superado dicho tiempo (media igual
a 1,48 logl0 copias/106 CMT, respecto a 1,95 logl0 copias/106 CMT). Esto pone en
evidencia que el tiempo de inicio de la SV es un mejor predictor del nivel de
persistencia del reservorio a largo plazo, respecto al tiempo de inicio del TARVec. Por
ultimo, no se hallaron evidencias de replicacion viral continua bajo TARVc efectivo.
Por el contrario, se determin6 que la expansion clonal de células latentemente infectadas
previo al inicio del TARVc es el principal mecanismo que permite la persistencia
indefinida del reservorio del HIV-1. En consecuencia, estos resultados permiten orientar
los esfuerzos hacia la el desarrollo de estrategias terapéuticas para exponer y eliminar el

reservorio latente, o bien limitar su activacion.

Finalmente, el presente trabajo de tesis aporta una mayor comprension de los
mecanismos y la dindmica de persistencia del reservorio en la infeccion perinatal por
HIV-1, que resultan relevantes para avanzar en la busqueda de los factores
determinantes del éxito de la remision virologica en ausencia de TARVc y la

investigacion de enfoques tendientes hacia la cura del HIV-1.
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