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La infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es uno de los problemas de salud publica
mas relevantes en la actualidad, debido a su falta de cura y alto costo de tratamiento. Historicamente
la terapia antirretroviral ha empleado farmacos capaces de restringir el ciclo de vida del virus, con lain-
tencion de erradicarlo del organismo. Sin embargo, este enfoque terapéutico no ha podido eliminar al
virus porque éste es capaz de formar reservorios en células auto-replicables de larga vida, como las cé-
lulas T CD4+ de memoria. Considerando esta problematica, en la década pasada se propuso que el uso
de farmacos capaces de estimular la transcripcion del provirus podria curar la infeccion, erradicando
los reservorios de larga vida del VIH-1. Este tipo de compuestos, conocidos como “agentes reversores
de la latencia” (LRAs), han dado muy buenos resultados para reactivar a los provirus latentes in vitro.
Sin embargo, esto no ha ocurrido en observaciones in vivo y no se entiende el porqué. Se ha propues-
to que existen mecanismos post-traduccionales implicados en el pobre desempefio de los LRAs pero
hasta ahora no se ha podido determinar cuales son estos mecanismos.

En este trabajo de tesis doctoral se busco comprender cuales son las causas detras de la falta de efec-
tividad in vivo de los LRAs. Para ello, se representd en una red las principales interacciones a nivel
molecular que regulan la latencia y la expresidn génica del provirus en el interior de sus reservorios. A
continuacion se crearon dos modelos matematicos, uno discreto basado en reglas ldgicas y uno con-
tinuo basado en ecuaciones diferenciales ordinarias no-lineales. Ambos modelos predijeron que los
LRAs mas usados a nivel clinico y cuya funcion es inhibir a las histona deacetilasas (HDACs), promue-
ven altos niveles de transcripcion proviral y al mismo tiempo inducen la sintesis de RNAs virales no
codificantes, mismos que funcionan como reguladores negativos de la traduccion de proteinas virales.
Este resultado explica la baja eficiencia de los LRAs observada in vivo a pesar de presentar altos niveles
de sintesis de RNAs viral in vitro, marcador por excelencia de la reactivacion viral.

Adicionalmente, los modelos matematicos desarrollados a partir de la red de expresion génica del
provirus también se utilizaron para determinar si existen otras formas de estimular la reactivacion del
VIH usando LRAs disponibles a nivel clinico. Para esto se realizé un analisis de perturbaciones de la red
con el cual se encontro que el uso de nuevos LRAs como los inhibidores de las histona metiltransfera-
sas (HMTs) aplicados en tratamiento conjunto con los compuestos liberadores de P-TEFb son capaces
de maximizar la reactivacion de los reservorios virales. Por Ultimo el analisis de perturbacion mostro
que es mas facil silenciar permanentemente a la red genética del provirus antes que reactivarla, re-
sultado que propone reconsiderar los fundamentos y la viabilidad de la estrategia de reversion de la
latencia como enfoque terapéutico para curar la infeccion por VIH.






The human immunodeficiency virus (HIV) infection is currently one of the most relevant problems of
public health, due to its lack of cure and the high treatment-associated costs. Historically, the antire-
troviral therapy has used drugs capable to restrict the life cycle of the virus, with the aim of eradicating
it. However, this therapeutic approach has not being able to eliminate the virus because of HIV esta-
blishes cell-reservoirs in long-live auto-replicative cells, such as memory CD4+ T-cells. Considering this
problem, in the last decade it was proposed that drugs able to stimulate provirus transcription could
cure the infection by eradicating HIV-1 reservoirs. This type of compounds are known as “latency re-
versing agents” (LRAs), and they have a notable good performance in vitro. Nevertheless, this has not
occurred in vivo and there is not clear why. In order to explain the poor performance of LRAs in vivo,
it has been proposed that many post-traductional mechanisms are implicated, but it still remains un-
clear which are those mechanisms.

In this doctoral thesis the causes of the poor performance of LRAs observed in vivo has been investiga-
ted. To this end, the main molecular interactions that control latency and gene expression of provirus
inside its reservoirs has been represented into a network. After that we created two mathematical mo-
dels, a discrete one based on logic rules and a continuous one based on non-linear differential equa-
tions. Both models predicted that the most clinically used LRAs, which function consists in inhibiting
the histone-deacetylases (HDACs), promotes high levels of proviral transcription and at the same time
induce the sythesis of non-coding viral RNAs, which are negative regulators of provirus’ translation.
This result explains the low performance of LRAs reported in vivo despite the high levels of proviral
transcription observed in vitro, which is a well-known marker of reactivation.

Furthermore, the models developed from the gene expression network of the provirus were also used
to determine whether exist other forms to stimulate HIV reactivation with LRAs clinically available. In
order to achieve this goal, we performed a perturbation analysis of the network, which revealed that
the use of new LRAs, such as histone-methyltransferases (HMTs) inhibitors, together with releasers of
P-TEFb are able to maximize reactivation of viral reservoirs. Finally, perturbation analysis showed that
it is easier to silence permanently the provirus gene expression than to reactivate it, result that propo-
ses to reconsider the fundamentals and the viability of the latency reversion strategy as a therapeutic
approach to cure HIV infection.
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Capitulo 1

Relevancia de la infeccién por VIH en
la actualidad




1.1. Problematica actual de la infeccion por VIH

En 1959 un marinero britanico fallecid a causa de una rara enfermedad caracterizada por presentar un
deterioro severo del sistema inmunoldgico aunado a la aparicion de varias infecciones oportunistas
como la del citomegalovirus (Williams et al. 1960). Dos décadas mas tarde, en 1981 se reportaron
varios casos similares alrededor del mundo. A este padecimiento de origen etioldgico desconocido se
le denomind como Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Gottlieb et al. 1981; Masur et al.
1981). En los afos subsecuentes a 1981, tres laboratorios independientes identificaron a un retrovirus
como el agente etioldgico del SIDA (Barré-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1984; Levy et al. 1984).
Este retrovirus fue originalmente denominado como virus linfotréfico humano 11l (HTLV-III) (Gallo et al.
1984) y posteriormente fue conocido a nivel internacional como virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) (Rabson & Martin 198g).

Tras la identificacion del VIH como el agente causal del SIDA, el 20 de Marzo de 1987 la FDA (Food
and Drug Administration) aprobd en Estados Unidos el uso de la azidotimidina (AZT) como el primer
farmaco antirretroviral para tratar a los pacientes con SIDA. Con el paso del tiempo surgieron nuevos
farmacos antirretrovirales mas eficientes para interferir con el ciclo de vida del VIH (Shafer & Schapiro
2008). Gracias a la terapia antirretroviral combinada es decir, al uso simultaneo de varios farmacos
antirretrovirales, ha sido posible mejorar la calidad de vida de los pacientes con VIH, a tal grado que
en ellos se ha logrado eliminar el deterioro del sistema inmunoldgico caracteristico del padecimiento.
Los pacientes seropositivos, es decir, personas infectadas con VIH que no tienen SIDA, logran tener
una vida relativamente normal si siguen adecuadamente el tratamiento antirretroviral. Sin embargo,
los farmacos antirretrovirales no han logrado curar la infeccion por VIH, ya que este virus es capaz de
formar reservorios celulares de larga vida en el organismo de los pacientes (Siliciano & Greene 2011;
Siliciano et al. 2003). Ademas, el uso de antirretrovirales a largo plazo produce efectos secundarios
indeseables tales como dolor crénico, hepatotoxicidad, hiperlipidemia, diabetes, osteoporosis, neu-

ropatias, lipodistrofia, problemas cardiacos y renales (Shafer & Schapiro 2008).

1.2. Origen del VIH y epidemiologia de la infeccion

Actualmente se sabe que todas las variantes del VIH (tipo 1 y 2) evolucionaron de los virus simianos de
inmunodeficiencia (SIVs) y estos fueron introducidos en Africa a la poblaciéon humana en varias ocasiones
a lo largo del siglo XX (Rambaut et al. 2004; Heeney et al. 2006; Arién et al. 2007). Concretamente se
ha identificado al SIVcpz de los chimpancés comunes (Pan troglodytes troglodytes) como el ancestro
evolutivo directo del VIH-1. Se piensa que el VIH-1 salto a los seres humanos mediante transmisiones
zoondticas que ocurrieron en el centro-oeste de Africa, muy cerca del Golfo de Guinea (Cuadro 1)
(Rambaut et al. 2004; Keele et al. 2006). Estas transmisiones originaron en 1920 la aparicion de los
grupos de VIH-1 M (mayoritario) y O (aislado), y posteriormente en 1960 se origind al grupo N (nuevo)
(Mourez et al. 2013; Locatelli & Peeters 2012). El grupo M del VIH-1 esta dividido en los subgrupos A, B, C,
D, H, F, G y multiples formas recombinantes (Rambaut et al. 2004). Siendo el subgrupo C el mas impor-
tante de todos, ya que es el responsable del 56% de las infecciones en el mundo. A nivel geografico, éste



Cuadro 1 | Origen e importancia global del VIH
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Distribucion geografica de la infeccion por VIH

Se estima que hay mas de 40 millones de personas infectadas con VIH en el mundo, siendo Africa subsahariana la region
con mayor prevalencia. Se estima que en esta regidn se concentra casi el 67% de los casos.

subgrupo se concentra en las regiones de Africa subsahariana donde la incidencia de los casos de VIH
supera al 20% de la poblacion asi como en regiones densamente pobladas de India y China (Cuadro 1).
Los siguientes subgrupos mas importantes del VIH-1 son el Ay el B, siendo responsables del 25y 12% de las
infecciones en el mundo, respectivamente. El resto de subgrupos no supera el 1% de infecciones (Rambaut
et al. 2004). Actualmente se piensa que el VIH-1 fue exportado hacia Haiti en 1966 y llegdé a América del
Norte dos afios después (Faria et al. 2014; Robbins et al. 2003). A partir de 1981 los diferentes subgrupos del
VIH-1 M se expandieron por el mundo causando una pandemia.



Por otra parte, el VIH-2 evoluciond del virus simiano de inmunodeficiencia del mangabeye gris (SIVsm)
y no del SIVcpz como lo hizo el VIH-1 (Cuadro 1). Se cree que el VIH-2 saltd a los seres humanos en dos
ocasiones en Guinea Bissau, originando asi a sus subgrupos Ay B (Rowland-Jones 2003; Rambaut et al.
2004; Campbell-Yesufu & Gandhi 2011). EIVIH-2 es menos infeccioso que el VIH-1y por afios permane-
ci6 confinado en Africa occidental. Se cree que el VIH-2 fue llevado a Portugal y Francia a mediados de
la década de 1960, favoreciendo su lenta difusion por Europa, América del Sury Asia (German Advisory
Committee Blood (Arbeitskreis Blut), Subgroup “"Assessment of Pathogens Transmissible by Blood” &
Blood’ 2016). Una caracteristica destacable de la infeccion por VIH-2 es que su progresion es muy lenta
en comparacion con la infeccion por VIH-1, lo cual permite a los pacientes vivir sin medicacion por mu-
cho tiempo. No obstante cuando esta infeccion se reactiva, sumortalidad asociada es superior a la del
VIH-1 porque los farmacos antirretrovirales no son capaces de controlarla (Campbell-Yesufu & Gandhi
2011). Para explicar estas particularidades se ha propuesto que el VIH-2 al igual que los SIVs son menos
infecciosos porque presentan una menor tasa de mutaciones sindnimas, lo cual se ha asociado a la
capacidad infectiva del VIH-1 (Lemey et al. 2007).

De acuerdo con la ONUSIDA, se estima que hay mas de 40 millones de personas infectadas con VIH-1
en el mundo (Cuadro 1). Se sabe que desde el afio 1999 la cantidad de personas que se infectan con
VIH-1 se ha mantenido con una tendencia decreciente, en donde el 67% de ellos corresponde a resi-
dentes de Africa subsahariana (Cuadro 1). En América Latina se estima que hay entre 1.3y 1.9 millones
de personas infectadas con VIH-1, siendo Belice, Guayana y Surinam los paises con mayor prevalencia
entre su poblacion (aproximadamente el 1% de la poblacién) (German Advisory Committee Blood (Ar-
beitskreis Blut), Subgroup “Assessment of Pathogens Transmissible by Blood” & Blood' 2016).Por otra
parte, Brasil es el pais con mas infectados de VIH-1 en toda la region, presentando incluso nuevas for-
mas recombinantes del grupo M (Bello et al. 2012). De acuerdo con la ONUSIDA, en México hay apro-
ximadamente 220,000 personas infectadas con VIH-1, de los cuales el 60% tiene acceso a la terapia
antirretroviral. La ONUSIDA también estima que a nivel mundial el 50% de los infectados ha logrado
suprimir la carga viral y también se estima que la tasa de contagio ha disminuido un 22%, lo cual se tra-

duce en 12,000 infecciones nuevas por afio y aproximadamente 4,200 muertes por SIDA anualmente.

1.3. La infeccion por VIH-1 como un problema de salud publica

A pesar de la disminucion gradual del nUmero de contagios por VIH-1 en el mundo, la falta de cura de la
infeccion representa un problema econdmico para muchas personas alrededor del mundo, ya que los
costos del tratamiento antirretroviral son muy elevados (Kimaro et al. 2017). En algunos paises como
México la terapia antirretroviral es gratuita para los pacientes. Sin embargo, la carga econdmica que
asume el estado por la manutencion de los tratamientos antirretrovirales a largo plazo es considera-
blemente alta, ya que es necesario tratar a todas las enfermedades asociadas que aparecen durante la
progresion de la infeccion por VIH-1 (Kimaro et al. 2017). Ademas, factores socio-culturales como la falta
de higiene, la negligencia para sequir el tratamiento antirretroviral y las practicas sexuales de alto riesgo
pueden originar la aparicion de nuevas variantes del VIH-1 mas virulentas y resistentes a los antirretrovi-
rales (Rambaut et al. 2004). Situacion que a su vez vulnera la capacidad del estado para proporcionar el
tratamiento adecuado a sus ciudadanos, especialmente en los paises de la region de Africa subsahariana,
en donde se concentra la mayor cantidad de enfermos de VIH-1 en el mundo (Cuadro 1).



1.4. Nuevos enfoques terapéuticos contra el VIH-1

Hasta el momento, la terapia antirretroviral ha sido el Unico tratamiento capaz de mantener créni-
camente controlada a la infeccion por VIH-1 (Dinoso et al. 2009). Desafortunadamente ni siquiera la
intensificacion de la terapia es capaz de erradicar a la infeccion (Dinoso et al. 2009), situacion que ha
puesto en duda la existencia de una cura. La Unica evidencia que sugiere que la infeccion por VIH-1 es
curable fue aportada por un caso clinico reportado en el afio 2007. El paciente en cuestion, Timothy
Ray Brown, fue un enfermo de VIH-1 que también padecia una leucemia asociada a la infeccion. Los
médicos que trataron al Sr. Brown originalmente buscaban curar su leucemiay para ello le practicaron
un trasplante de células madre hematopoyéticas. Sorpresivamente la carga viral del Sr. Brown dismi-
nuyo a niveles indetectables incluso sin antirretrovirales (Allers et al. 2011), hecho que se ha manteni-
do hasta el dia de hoy (Lederman & Pike 2017), razdn por la cual se piensa que este es el primer caso
en la historia de un paciente curado de la infeccion por VIH-1 (Allers et al. 2011). El equipo médico que
atendio al Sr. Brown descubrié que accidentalmente le habian trasplantado células madre con una
delecion en el receptos para quimiocinas CCRs, el cual es indispensable para que el VIH-1 infecte una
célula (Allers et al. 2011). Este caso sentd un precedente histdrico, ya que demostré que es posible
mantener cronicamente controlada la infeccion sin la necesidad de antirretrovirales. Inspirados en el
caso del Sr. Brown, en el afio 2013 un grupo de investigacion en Estados Unidos realizé un trasplante
de células madre hematopoyéticas genéticamente modificadas para poseer la mutacion ACCR5 a dos
pacientes con VIH-1 (Henrich et al. 2014). De primera instancia estos pacientes mostraron una reduc-
cion dramatica de la carga viral incluso sin tratamiento antirretroviral, lamentablemente después de

unos meses los pacientes volvieron a presentar altos niveles de VIH-1 en sangre (Henrich et al. 2014).

1.4.1. Biofarmacos para terapia celular

Los resultados obtenidos con los trasplantes de células madre hematopoyéticas sugieren que es po-
sible curar la infeccion por VIH-1, no obstante estos resultados también han dejado en claro que la
estrategia para erradicar a la infeccion no debe basarse exclusivamente en modificar a las células para
que no sean infectadas por el virus. Pensando en una forma de potenciar este enfoque, varios grupos de
investigacion se han dado a la tarea de disefiar nuevos biofarmacos para ser utilizado en la terapia celular
contra el VIH-1 (Figura 1.1). Algunos biofarmacos se han concentrado en evitar la internalizacion del virus
en las células del sistema inmunoldgico, por ejemplo las modificaciones en los receptores CCR5 (Dong
et al. 2007; Anderson & Akkina 2007) y CXCR4 (Wilen et al. 2011). Otros biofarmacos se han centrado
en evitar la reactivacion viral, usando transgenes de RNAs de interferencia disefiados para silenciar la
expresion génica del VIH-1 (Banerjea et al. 2003; Levine et al. 2006; DiGiusto et al. 2010). También se han
creado biofarmacos capaces de proporcionar genes a las células del sistema inmunoldgico para que
éstas eliminen al genoma del VIH-1 (Macpherson et al. 2005; Chono et al. 2011) (Figura 1.1). Siguiendo
por esta misma linea, nuevos biofarmacos mas radicales inclusive se han enfocado en expulsar al provi-
rus de las células infectadas usando el sistema de edicion génica CRISPR (del inglés: Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) (Ophinni et al. 2018) (Figura 1.1).
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Figura 1.1 | Terapia celular contra el VIH-1

A) Representacion esquematica del procedimiento general para proporcionar terapia celular contra el VIH. Todo inicia extrayen-
do células madre hematopoyéticas de los pacientes infectados, a las cuales se les inserta un transgen (biofarmaco) con propieda-
des terapéuticas (e.g. ACCRg5), para ser posteriormente regresadas al paciente. B) Idealmente se espera que la vireamia en sangre
disminuya. C) Sin embargo, se ha visto que esto no ocurre en la practica clinica.

También existen otros biofarmacos que estan enfocados en proporcionar a las células la capacidad de
suicidarse en caso de ser infectadas por el VIH-1, con la finalidad de evitar la propagacion del virus en el
organismo. Estos biofarmacos acoplan el gen de una toxina con el sistema de control génico que usa
el VIH-1 para regular la expresion de sus genes, permitiendo que la toxina sea expresada Unicamente
en células infectadas (Wu et al. 2007; Young et al. 2008) (Figura 1). Respecto a la efectividad de estas
nuevas estrategias terapéuticas, se ha observado que el silenciamiento producido por RNAs de inter-
ferencia dura en promedio un afo (Hoxie & June 2012). Por otra parte, las estrategias de eliminacion
selectiva de células infectadas con VIH-1 no ha progresado significativamente, debido a los peligros de
bioseguridad inherentes al uso de toxinas acopladas a sistemas basados en lentivirus (Fischer & Cava-

zzana-Calvo 2005).

1.4.2. Medicacion temprana con antirretrovirales

El caso del Sr. Brown no es el Unico indicio que senala que es posible lograr la curacion de la infeccion
por VIH-1. Un grupo de pacientes franceses, conocidos colectivamente como la cohorte de VISCONT],
mostrd que si se recibe una medicacion antirretroviral en las primeras etapas de la infeccion, es posible
lograr que los pacientes controlen espontaneamente la infeccidn sin la necesidad de recibir mas
antirretrovirales por tiempos prolongados (Saez-Cirion et al. 2013). De hecho, se va observado que si
los pacientes reciben tratamiento antirretroviral por dos afos en las primeras semanas del contagio
adquieren mayores probabilidades de alcanzar una cura funcional, es decir: aun siguen infectados con
VIH-1 pero la carga viral es indetectable sin ayuda de medicacion antirretroviral (Figura 1.2) (Saez-Cirion
et al. 2013; Herout et al. 2016). Todavia no esta claro el mecanismo molecular detras de estas observa-
ciones, sin embargo estos resultados han mostrado que los reservorios del VIH-1 si pueden manipularse
con la terapia antirretroviral. No obstante, estos hallazgos también muestran que el uso de los farmacos
antirretrovirales no es el Unico factor necesario para controlar los reservorios del VIH-1 ya que el control
espontaneo de la infeccion puede deberse a un simple retraso en la aparicion de la viremia (Martin et al.
2017) (Figura1.2).
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Figura 1.2 | Terapia antirretroviral contra el VIH-1
A) Representacion grafica de los principales blancos del ciclo de vida del VIH que son atacados por la terapia antirretroviral.
Siendo la internalizacion, la transcripcion reversa del genoma viral, la integracion y la maduracion, los blancos por excelencia. B)
Se ha propuesto que la medicacion antirretroviral temprana puede ser la clave para curar la infeccion, o al menos seria capaz de
inducir una cura funcional. C) No obstante, este enfoque no es eficiente para eliminar la infeccion.

1.4.3. Terapia de reversion de la latencia

Pensando en una forma de mejorar el desempefio de los farmacos antirretrovirales, a principios de la
década del 2000 se propuso acoplar la terapia antirretroviral clasica con nuevos compuestos capaces de
revertir la latencia del provirus. Idealmente, los agentes reversores de la latencia (LRAs por sus siglas en
inglés: Latency Reversing Agents) reactivarian a los provirus latentes, favoreciendo que las células infec-
tadas mueran ya sea como resultado de la progresion de la infeccion o bien por reconocimiento directo
del sistema inmunoldgico. A la par de esto, los antirretrovirales evitarian que los nuevos viriones infec-
taran mas células a su alrededor (Deeks 2012) (Figura 1.3). Este enfoque ha tenido una serie de altibajos,
ya que las pruebas in vitro apuntan a que es una idea prometedora (Deeks 2012), pero los resultados en
clinica no son concluyentes (Bullen et al. 2014). Un estudio reciente de modelacion matematica mostro
que el bajo rendimiento de los LRAs se debe a su incapacidad de reducir el tamafio de los reservorios del
VIH-1 (Hill et al. 2014). Este mismo estudio sefiald que para evitar la restitucion de la carga viral, los LRAs
debian reducir 10,000 veces el tamaio de los reservorios (Hill et al. 2014), situacion que no es posible con
los LRAs actuales (Cillo et al. 2014) (Figura 1.3).

1.5. Perspectiva y presentacion de la tesis

Por el momento sigue sin haber una cura definitiva contra la infeccion porVIH-1, sin embargo hay eviden-
cias que sugieren que en un futuro no muy lejano podria alcanzarse una cura funcional para la enferme-
dad. De los enfoques terapéuticos anteriormente discutidos, la terapia celular se perfila como el campo
mas prometedor para erradicar la infeccion por VIH-1, sin embargo, aun queda mucho trabajo por hacer
antes de implementarla a gran escala. El primer reto que este enfoque tiene es demostrar que el caso del
Sr. Brown no fue un simple golpe de suerte y que puede ser replicado si las condiciones son las mismas.
El sequndo reto es probar la inocuidad de los transgenes enviados a los pacientes.
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Figura 1.3 | Terapia de reversion de la latencia

A) Los reservorios virales (representados por células con citoplasma gris y nicleo rosa) son indetectables para el sistema inmuno-
[6gico (S.1.). Se ha propuesto que usando LRAs, éstos pueden ser reactivados (células rosas) y con la ayuda de los antirretrovirales
(ARVs) es posible evitar que produzcan particulas virales para infectar células sanas (células grises). De esta forma, por el avance
de la infeccidn o por el S.1., estos reservorios podrian ser eliminados paulatinamente. B) Pese a las grandes expectativas por los
resultados in vitro a su favor. C) En clinica no han demostrado tener efectividad para eliminar la infeccion.

No menos importante es lograr reducir los costos del procedimiento quirdrgico, que ronda los
300,000 dolares estadounidenses (> 6,000,000 de pesos mexicanos) a fin de que pueda ser una
opcion asequible para los pacientes infectados con VIH-1 (Broder et al. 2017) (Figura 1.1). Por su
parte, el uso temprano de antirretrovirales tiene el reto de lograr una deteccidn oportuna, cosa
que no siempre es posible ya que la mayoria de pacientes no saben que se han infectado ademas
de que se debe mostrar que el control espontaneo de la infeccion no se trata de un simple retraso
(Martin et al. 2017) (Figura 1.2). En lo concerniente a la terapia de reversion de la latencia, se de-
ben identificar las causas del bajo rendimiento de los LRAs para encontrar formas mas efectivas
de reactivar a los reservorios virales (Bullen et al. 2014) (Figura 1.3).

En este sentido, el presente trabajo de tesis doctoral busca identificar mediante el uso de modelos
matematicos, cuales son las causas de la baja eficiencia de los LRAs, y también determinar si existen
combinaciones de LRAs que pudieran tener una mejor capacidad de reactivacion para evaluarse en
clinica. Esta tesis fue organizada en ocho capitulos, y cuenta con un anexo en el que se incluye un
glosario de términos biologicos y la publicacion aceptada de este trabajo. En el Capitulo 2 se habla
de la biologia molecular del VIH-1, de su ciclo de vida y se aborda in extenso el proceso de formacion
de los reservorios en el organismo. En el Capitulo 3 se aborda a profundidad, los resultados clinicos
de la terapia de reversion de la latencia. En el Capitulo 4 se habla de los modelos matematicos en-
focados a entender la dinamica de la infeccidon por VIH-1, y se hace hincapié en aquellos modelos
que estudian los reservorios virales al igual que la terapia de reversidn de la latencia. En el Capitulo
5 se presentan los objetivos de este trabajo de tesis, y en el Capitulo 6 se muestran los métodos em-
pleados para realizar este trabajo de investigacion. En el Capitulo 7 se presentan los resultados de la
investigacion y finalmente éstos se discuten en el Capitulo 8.
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Biologia molecular del virus de
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2.1. Estructura y componentes del genoma viral

El virus de inmunodeficiencia humana es un virus de RNA de cadena sencilla, perteneciente a la fami-
lia Retroviridae y al género Lentivirus, su particula mide aproximadamente 100 nm de didmetro y esta
recubierta por una membrana lipidica externa (Figura 2.1). En el interior de la capside se encuentran
dos copias del genoma viral de RNA junto con la transcriptasa reversa (RT/RNasa H), la integrasa (IN),
asi como dos copias del tRNALys3, necesarios para iniciar la transcripcion reversa. Junto al genoma
también viajan otras proteinas accesorias como Nef, Vif y la proteasa p1o (PR), mismas que son nece-
sarias para la maduracion viral (Tabla 2.1) (Acheson 2011). En lo concerniente a su genoma, el VIH-1
contiene los genes estructurales de gag, poly env, y los genes requlatorios de tat, rev, nef, vpr, vify vpu
(Figura 2.2A). El genoma viral se encuentra flanqueado por dos regiones LTR, la region perteneciente
al extremo 5’ contiene un promotor en el cual hay varios sitios de union a factores transcripcionales de
los cuales destacan dos sitios de unidn a NF-kBy tres para Spa (Colin & Van Lint 2009), mismos que son
indispensables para la transcripcion viral (Figura 2.2B). Por otra parte, en el extremo 3'LTR también
se encuentran los mismos sitios de union para factores transcripcionales y ademas existe un promo-
tor anti-sentido, el cual regula la transcripcion de un RNA largo anti-sentido (Saayman et al. 2014). El
VIH-2 posee basicamente los mismos genes con excepcion de vpu, en su lugar contiene el gen de vpx
(Acheson 2011) (Figura 2.2C), ademas no se sabe si existe el promotor anti-sentido de la region 3'LTR
(Figura 2.2D). Después de la transcripcion del genoma viral, se forman varias estructuras en el RNA
gendmico, dentro de las cuales hay dos estructuras notables, la primera es una horquilla que se forma
antes del coddn +1 en el extremo 5'.Dicha estructura de RNA se conoce como elemento responsivo de
transactivacion, TAR (del inglés: trans-activating response element).

Blcapallpl’dlc/y
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Figura 2.1 | Estructura del virion de VIH-1
En esta figura se muestra un esquema de los componentes estructurales del virion de VIH-1 que protegen su genoma de RNA.
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Figura 2.2 | Genoma completo del VIH

A) Diagrama del genoma del VIH-1, los nimeros rosas representan los tres marcos abiertos de lectura que posee este genoma.
B) Region 5'LTR del genoma del VIH-1. En este diagrama se muestran los sitios de union para todos los factores transcripcionales
conocidos. El elemento TAR se representa con una barra longitudinal roja. C) Diagrama del genoma del VIH-2. D) Region 5'LTR
del genoma del VIH-2.

La segunda estructura estd en la parte distal del genoma, hacia el extremo 3'. Esta estructura es conocida
como elemento responsivo de Rev, RRE (del inglés: Rev responsive element). Ambas estructuras de RNA
estan altamente conservadas, mostrando una frecuencia de mutacion inferior a 0.1 (Watts et al. 2009).

Lo cual indica su importancia para la replicacion viral.
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2.2. Inicio de la infeccion y establecimiento de los reservorios

EIVIH puede ser adquirido por varias vias (Tabla 2.2), aunque la mas comun es a través de las microabra-
siones en las mucosas producidas durante la cdpula. Si la dosis de exposicion es de 5oo a 1,000 particulas
virales, entonces el contagio estara aseqgurado. Después del contagio, el virus se vale de sus glucoprotei-
nas para anclarse en la membrana de las células epiteliales. Posteriormente, con ayuda de la interaccion
entre gp41y DC-SING, el virion infecta a las células de Langerhans, siendo transportado por ellas hacia
los ganglios linfaticos (Wu & KewalRamani 2006; Ogawa et al. 2013). Una vez en los ganglios linfaticos,
los viriones usan a gp120 para interactuar con el coestimulador CD4 y con los receptores de quimiocinas
CCR5y CXCR4 a fin de infectar la mayor cantidad posible de macroéfagos, células dendriticas y linfocitos
T CD4+ (Wu & Kewal-Ramani 2006). Cabe senalar que el VIH puede prescindir de estos receptores y
coestimuladores, ya que es capaz de infectar células CD4- aprovechandose de la unidn de las proteinas
del complemento a la particula viral, para ser internalizado en las células con ayuda del receptor de com-
plemento C3 (Lambris et al. 2008) y al cido sialico en neuronas y células de la microglia (Acheson 2011).

Tabla 2.1 | Proteinas derivadas del genoma del VIH

Gen Tamano Nombre Funcion
gag Prs5Gag Precursor proteico de proteinas estructurales
p24 capsid protein (CA) Formador de la capside
p17 matrix protein (MA) Proteina miristilada, forma la parte interna de la membrana
p7 nucleoprotein (NC) Formador del complejo RNA-Nucleoproteina
p6 Involucrada en la liberacion de viriones
pol Pri6oGagPol Precursor de las enzimas virales
p1o protease (PR) Realiza cortes proteoliticos en Pr55Gag y en Pri6oGagPol para liberar a las
proteinas estructurales del virion
p51 reverse transcriptase (RT) A cargo de la transcripcion reversa del genoma de RNA
p15(66) RNase H Degrada el RNA viral del complejo RNA viral /DNA
p32 integrase (IN) Integra el cDNA del provirus en el genoma del hospedero
env PrGpi16o Precursor proteico que es procesado por el hospedero
gp120 surface glycoprotein (SU)  Fija al virus a su célula blanco
gp41 transmembrane protein Ancla a gp120 al virion
(TM)
tat P14 transactivator protein Transactiva la transcripcion del RNA viral
rev p19 RNA splicing regulator Facilita la exportacion de RNAs sin empalmar y parciamente editados
nef p27 negative regulating factor  Protege a la célula infectada de la respuesta inmunoldgica
vif p23 viral infectivity protein Necesaria para producir viriones infectivos in vivo
vpr pis virus protein r Regula el ciclo celular del hospedero, componente estructural
vpu p16 virus protein unique Modulador de la sefalizacion, facilita la liberacion
vpx p1s virus protein x Controla los primeros pasos de la replicacion del VIH-2
tev p26 tat/rev protein Proteina de fusion de Tat-Rev, regula a ambas proteinas en el nicleo

Informacion tomada de (Acheson 2011).
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Tabla 2.2 | Vias de contagio del VIH

Sitio de contagio  Medio de transmision  Probabilidad de contagio Importancia epidemioldgica

Vagina Semen 1/200 - 1/2000 ~12.6 millones de casos
Interior del pene Descamaciones y fluidos 1/700 - 1/3000 ~10.6 millones de casos
Recto Semen 1/20 - 1/300 ~3.6 millones de casos
Tracto gastrointestinal = Semen 1/2500 ~1.5 millones de casos

Sangre materna 1/5 - 1/10 ~960,000 casos

Leche materna 1/5 - 1/10 ~960,000 casos
Placenta Sangre materna 1/10-1/20 ~480,000 €asos
Torrente sanguineo Transfusion e inyectables 95/100 ~2.6 millones de casos

Informacion tomada de ONUSIDA.

De esta forma, el VIH es capaz de infectar a una gran variedad de células del sistema inmunolodgico
con distintos tiempos de vida (Cuadro 2), dentro de las cuales destacan los linfocitos T CD4+ activados
cuya vida media es de 24 h, macrdéfagos con 14 dias de vida media, células T CD4+ virgenes (fase G1)
cuya vida media estd entre 1y 8 afios (Farber et al. 2014), células dendriticas con 6 meses de vida me-
dia, linfocitos T CD4+ de memoria (quiescentes, Go) con aproximadamente 44 meses de vida media
(Stevenson 2003). Inclusive se ha visto que el VIH puede infectar a células madre hematopoyéticas, las
cuales tienen una vida media muy larga (Carter et al. 2010).

En todos los casos, después de que el virion se adhiere al hospedero, se produce un cambio conforma-
cional que permite que la membrana lipidica externa se fusione con la membrana celular del hospedero,
lo que produce la internalizacion de la capside (Figura 2.3). Cuando esto ocurre se produce un cambio
de pH en el endosoma, que permite la liberacion del RNA gendmico junto con las proteinas virales en el
citoplasma (Archin et al. 2014). Posteriormente se activa la transcripcion reversa para sintetizar el cDNA
del provirus, y en paralelo las cadenas del RNA gendmico son degradadas por la RNasa H (Figura 2.3).
Durante la sintesis del cDNA, la transcriptasa reversa produce una mutacion por cada 104 nucledtidos
durante un ciclo de replicacion, situacion que favorece la aparicion de cuasi-especies a lo largo del tiempo
de vida del paciente, mismas que eventualmente no son afectadas por los anticuerpos anti-VIH (Parren
et al. 1999; Levy 2011). Es importante senalar que la mayoria de las mutaciones que se presentan en el
genoma viral son sindnimas, pero no es infrecuente que, por la alta tasa de mutacion, aparezcan varian-
tes deficientes del virus (Herbein et al. 1998; Zhang et al. 1997). Ademas, se ha visto que el provirus puede
mutar casi todo su genoma excepto regiones que codifican para estructuras de RNA indispensables para
la replicacion, tales como el elemento TAR y el REE, asi como las regiones LTR, los sitios de splicing y los
genes de las proteinas de control como Tat y Rev (Watts et al. 2009). Seis horas después de la sintesis del
cDNA de doble cadena, éste se cicla y es transportado hacia el ndcleo en un complejo con la integrasa
(Sloan & Wainberg 2011) (Figura 2.3). En este punto, el provirus recién sintetizado permanece en el cito-
plasma aproximadamente 6 horas mas hasta que la via de NF-kB es activada en respuesta a la invasion
viral (Sloan & Wainberg 2011). Cuando esto ocurre, el provirus es transportado al nucleo donde la inte-
grasa cataliza la insercion del provirus al genoma del hospedero, preferentemente en lugares con alta
actividad transcripcional (Sloan & Wainberg 2011) (Figura 2.3). Sobre la eficiencia de este proceso se sabe
que por cada 100,000 millones de viriones producidos en un dia, sélo se integra el 1% (Acheson 2011). A
partir de aqui, en todas las células infectadas sélo pueden ocurrir dos eventos: 1) que el provirus active
su transcripcion directamente o 2) que el provirus entre en latencia por tiempo indefinido (Figura 2.3).
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Cuadro 2 | Reservorios celulares del VIH

El proceso de infeccion inicia
en las mucosas, tipicamen-
te del aparato reproductor,
siendo las células dendriticas
foliculares los primeros blan-
cos del VIH. El virus usa a es-
tas células como “caballos de
Troya"”, para ser transportado
hacia los ganglios linfaticos y
poder infectar a otras células,
como los macrdfagos, los lin-
focitos (activados y virgenes),
asi como a las células de me-
moria T CD4+. A medida de
que progresa la infeccion, el
virus establece otros reservo-
rios en la membrana instesti-
nal, lo que favorece la entra-
da de antigenos bacterianos
commo el LPS, situacion que
promueve un estado croni-
co de inflamacion. En etapas
avanzadas de la infeccion, el

- |

1y 8 anos

Linfocitos T CD4+ activados
Vida media estimada en ~ 24 horas

Macréfagos
Vida media estimada en ~ 14 dias

Linfocitos T CD4+ en reposo (G1)
Vida media estimada entre

Cerebro
En etapas finales de la infeccién

Ganglios linfaticos
9 a

Alo largo de toda la

infeccion

Sistema digestivo
A partir de la fase crénica de la
infecciéon

Ubicacion anatdmica de los reservorios del VIH

Células dendriticas
Vida media estimada en ~ 6 meses

Células dendriticas foliculares
Vida media estimada en ~ 44 meses

Linfocitos T CD4+ de memoria (Go)
Vida media estimada en ~ 44 meses

& = 3 5

Principales tipos celulares del sistema inmunoldgico infectados por el VIH

virus es capaz de infectar al sistema nervioso central, especificamente a células de la microglia y a las propias neuronas.

lo cual favorece la aparicion de enfermedades mentales en pacientes con SIDA.
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Integracion

Internalizacion

Transcripcion reversa

Figura 2.3 | Establecimiento de la infeccion

Cuando un virion libre tiene contacto con alguna célula CD4+, éste interactUa con los receptores de quimiocinas CCR5 y/o CXCRg
junto con el coestimulador CD4 para fusionarse con la célula y liberar la capside en su interior. Después del proceso de internali-
zacion, inicia la transcripcion reversa y el provirus recién sintetizado es transportado al nicleo, donde es insertado en el genoma
del hospedero por accion de la integrasa viral. Una vez en el genoma, el provirus puede activarse o permanecer en latencia.

En caso de que las células recientemente infectadas por el VIH entren en latencia, éstas seran
consideradas como reservorios virales, y es durante las primeras 3 a 6 semanas post-contagio (Maher
et al. 2005) en las cuales los reservorios alcanzan un valor critico que permite mantener al paciente
infectado de por vida. Desde un punto de vista clinico, a este periodo de tiempo se le denomina como
fase aguda de la infeccidn (Cuadro 3) y se caracteriza porque en ella los pacientes presentan sintomas
muy parecidos a los de una gripa muy intensa. Los sintomas pueden incluir fiebre, engrosamiento
de los ganglios linfaticos, fatiga, rash y problemas gastrointestinales. Los sintomas persisten de 2 a
6 semanas (German Advisory Committee Blood (Arbeitskreis Blut), Subgroup “Assessment of Patho-
gens Transmissible by Blood” & Blood’ 2016). Esto se debe a la activacion del sistema inmunoldgico en
respuesta a la diseminacion del VIH en el cuerpo. Paraddjicamente es esta respuesta inmunoldgica el
factor que le permite al virus establecerse en el organismo de forma permanente.
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Cuadro 3| Progresion de la infeccion por VIH

La infeccién por VIH inicia con Fase aguda Fase crénica SIDA
una fase aguda, en la cual el
virus comienza una expansion
rapida en el organismo para
formar sus reservorios. Esta
fase puede durar cerca de 12
semanas. A partir de esta fase
se lleva a cabo la seroconver-
sion, es decir: aparecen anti-
cuerpos anti-VIH en la sangre.
Cuando esto sucede, inicia la
fase cronica, en donde el orga-
nismo es capaz de mantener
controlada la infeccion. Esta

10e7
10e6

1,200
1,000
800
600

10e5
10e4
10e3
10e2

400
200

Células CD4+ en sangre /mm3

21bues ap |w / |edIA YNY 9p seidod

10e1

06121 2 3 4 5 6 7 8 9 10

fase es asintomatica y puede Semanas Afos
durar anos. Cuando los nive-
les de las células T CD4+ baja, Progresion en el tiempo de la infeccion por VIH

los titulos virales en sangre se
disparan e inicia el SIDA.

Cerebro .
Dolor de cabeza La tasa de contagio de VIH
Dificultad para concentrarse . . .
ha disminuido un 22%
K
Ganglios linfaticos :iEIh 14,640 infectados por afo
Sudoracion ) as
i 15,000
e Efiﬁaciones nocturnas 12,000 infectados por afio 5
Sistema respiratorio K 12,000 PerO tOdaVIa
Dificultad para respirar
Neumonia 24000 hay 4[200
Tos seca S Sistema digestivo 6060
Nauseas : muertes por
Diarrea 3,000 .
Musculos » Vomito G | SI DA aI ano
: enera 0
Dolor intenso - 3 Fatiga 2000 201 6
Pérdida de peso
4 Uhas

Delgadez

Articulaciones Forma curva

Dolor intenso

Estadisticas relevantes

Sintomas del SIDA

El SIDA es un padecimiento que aparece cuando el sistema inmunoldgico esta severamente agotado. Como resultado
de esto, aparecen muchas enfermedades oportunistas como la infeccion por citomegalovirus y varias neoplasias.

Después de un tiempo se genera una respuesta inmunoldgica humoral que disminuye drasticamente los
titulos virales en sangre, haciendo que el organismo controle temporalmente la infeccion. Al momento en
el que un paciente infectado con VIH comienza a secretar anticuerpos dirigidos contra el virus se le denomi-
na como seroconversion (Acheson 2011). Después de esto aparece una fase asintomatica que puede durar
anos.

16



A) miRNA
G) asRNA/_\\
N B) HMTs
kY Me
AC) . - \AC (
" Provirus HMTs y HDACs

N % F (alta actividad) \ 4 V"usr v\\
A If

Ac/ M
Ac -
| \ Nucleosomas
C) NF-&B (nivel bajo) Nucleosomas D) HATs
(baja actividad)
E) miRNA
\_/f\_/'\—/\
RNA viral X -
F) Bloqueo de

exportacion sin Rev

Figura 2.4 | Mecanismos de manutencion de la latencia viral

A) El hospedero puede sintetizar miRNAs dirigidos contra el promotor 5'LTR del provirus para silenciarlo, B) este silenciamiento
emplea a las HMTs para inducir la compactacion de los nucleosomas via metilacion. C) Otro factor de restriccion a considerar es
la falta de los factores transcripcionales NF-kB o NFAT, que se encargan de estimular la transcripcion del promotor viral. D) Por
otro lado, la falta de acetilacion de los nucleosomas también es capaz de restringir la activacion del provirus. E) La poca actividad
transcripcional del provirus se ve afectada por los mecanismos de silenciamiento celulares como los miRNAs, F) asi como la falta
de transporte de los RNAs virales sin editar al citoplasma por la ausencia de Rev. G) Finalmente, el propio provirus es capaz de
producir un RNA antisentido, que es capaz de inducir su silenciamiento via HMTs.

2.3. Fase cronica de la infeccion y mantenimiento de los reservorios
La fase asintomatica, también es conocida como fase cronica de la infeccion, y ésta puede durar de 3 a
20 anos, dependiendo del paciente (Cuadro 3) (Acheson 2011). Durante esta fase, el virus continva ex-
pandiendo sus reservorios en el cuerpo, mostrando preferencia por las células auto-replicables como las
células T CD4+ de memoria. Esto se logra gracias al contagio via interaccion célula-célula que se da en
los ganglios linfaticos (Hladik & McElrath 2008). Los reservorios virales pueden expandirse pasivamente
por la division celular de los linfocitos T CD4+ infectados (Simonetti et al. 2016), sin embargo esto no es
garantia de que los reservorios sean totalmente funcionales. De hecho, se ha reportado que los reservo-
rios que se expanden por accion de la proliferacion celular, pueden hacer esto porque el provirus que los
infecta esta defectuoso (Cohn et al. 2015). Por consiguiente, es indispensable para la supervivencia del
virus mantener una buena regulacion de su latencia.

A nivel molecular hay varias formas por las cuales el provirus puede mantener su latencia. La primera
consiste en el silenciamiento del promotor 5'LTR por miRNAs celulares (Suzuki et al. 2015; Bennasser et
al. 2005) (Figura 2.3A), en la segunda las histona-metil transferasas (HMTs) metilan al promotor 5'LTR ya
sea para disminuir la afinidad de los factores transcripcionales (Blazkova et al. 2009), o bien para inducir
la condensacion de la cromatina del nucleosoma del provirus (Williams & Greene 2007) (Figura 2.3B). Si-
guiendo por esta misma linea, la falta de acetilacion de la cromatina también es un factor que contribuye
a mantener al provirus en latencia (Colin & Van Lint 2009) (Figura 2.3C). La falta de niveles suficientes
de los factores transcripcionales activadores del promotor 5'LTR (NF-kB o NF-AT) también contribuye
al mantenimiento de la latencia viral (Managlia et al. 2006; Williams et al. 2006) (Figura 2.3D). De igual
forma puede ocurrir que el RNA gendmico no se sintetice completamente, debido a su gran tamafio (~10
kb), lo cual favorece la sintesis de RNAs de interferencia por parte del hospedero dirigidos contra el pro-
virus (Acheson 2011) (Figura 2.3E).
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Ademas, en caso de que uno de los RNAs gendmicos lograra ser sintetizado, éste no podria abandonar
el nucleo sin la presencia de Rev (Cullen 2003) (Figura 2.3F). Por Ultimo, a recientes fechas se ha encon-
trado que el virus tiene sus propios mecanismos de auto-regulacion negativa. Concretamente se ha visto
que en la region nef-3'LTR existe un promotor anti-sentido que controla la expresion de un RNA largo
anti-sentido (Saayman et al. 2014). La funcion de este RNA consiste en posicionar a las HMTs en el pro-
motor 5'LTR para inducir el silenciamiento del provirus (Saayman et al. 2014) (Figura 2.3G).

2.4. Reactivacion de la latencia

Como se menciono anteriormente, en una célula infectada con VIH que se encuentra en latencia ocurre
una sintesis esporadica de RNAs genomicos completos. La incapacidad de estos RNAs para abandonar
el ndcleo sin Rev favorece su corte y empalme, produciéndose formas parcialmente editadas de 4 kb y
formas totalmente editadas de 2 kb (Figura 2.4) (Siliciano & Greene 2011; Jacquenet et al. 2005). Cuando
esto sucede, los RNAs de 2 kb pueden salir del nucleo libremente e inducen la expresion de Tat, Rev, Nef
y Vpr (Jacquenet et al. 2005; Robert-Guroff et al. 1990). Si la latencia prevalece, los niveles de estas pro-
teinas tempranas permaneceran casi indetectables hasta que la célula es activada inmunoldgicamente.
Después de esto, los niveles de Nef comienzan a elevarse para manipular la via de activacion del TCR
(Abraham & Fackler 2012). Ademas, Nef induce el secuestro y la degradacion del MHC clase | y de CD4
(Abraham & Fackler 2012), bloquea los receptores de muerte (Fauci et al. 2005) e induce la expresion del
ligando Fas y otras sefiales de muerte para matar a las células que rodean al hospedero (Acheson 2011).
Nef también evita la expresion de NTB-A y otros ligandos activadores de las células NK y de las NKT
(Fauci et al. 2005). Estas acciones ejecutadas por Nef estan encaminadas a proteger las primeras etapas
de la replicacion viral de los linfocitos T CD8+. Respaldando las acciones de Nef, Tat (Fiume et al. 2012) y
Vpr (Varin et al. 2005) activan por su cuenta a la via de NF-kB. De igual forma Tat (Agbottah et al. 2006)
y Vpr (Felzien et al. 1998) también promueven la acetilacion del promotor 5'LTR para facilitar el acceso
de NF-kB a sus sitios de union.

Con los niveles de NF-kB optimos, Tat secuestra a P-TEFb y a otros factores celulares para posicionarlos
en el elemento TAR (Colin & Van Lint 2009; Raha et al. 2005), lo cual ocasiona que P-TEFb incremente
hasta 100 veces la efectividad de la RNA polimerasa Il para sintetizar al genoma viral (Figura 2.4) (Ra-
makrishnan et al. 2012). Como dato interesante se ha visto que el elemento TAR del VIH-2 es menos efi-
ciente para producir la transactivacion del provirus a diferencia del elemento TAR del VIH-1, siendo esta
una de las causas del comportamiento tan diferente de ambos virus (Soto-Rifo et al. 2012). Otra funcion
importante de Tat consiste en bloquear la sintesis de RNAs de interferencia (Bennasser et al. 2005; D'Or-
so et al. 2012) con la finalidad de proteger la sintesis de los RNAs gendmicos. Por otra parte, Rev facilita
la exportacion de los RNAs gendmicos y de los RNAs parcialmente editados de 4 kb hacia el citoplasma
gracias a su interaccion con el RRE (Figura 2.4) (Felber et al. 1990). Una vez que estos RNAs logran salir al
citoplasma, Rev incrementa hasta 100 veces la sintesis de las proteinas virales tardias derivadas de estos
RNAs en los cuales se encuentran los genes gag, poly env. Gracias a los RNAs de 4 kb también se sinteti-
zan mas proteinas regulatorias como Vif y Vpu, y se incrementa la concentracion de Tat y Vpr (Jacquenet
et al. 2005). En el caso del VIH-2 no se sintetiza Vpu, en su lugar lo hace Vpx (Acheson 2011; Watts et al.
2009). Una vez que Vpr, Vif y Vpu alcanzan sus niveles criticos, Vpr se encarga de secuestrar a p53 para
arrestar el ciclo celular, de esta forma se asegura un entorno propicio para la sintesis de las proteinas vi-
rales y se impide al hospedero activar la via intrinseca de la apoptosis (Kim et al. 2012).
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Figura 2.5 | Reactivacion de la latencia del provirus

Los RNAs gendmicos del provirus pesan aproximadamente g kb, mismos que en ausencia de Rev no pueden abandonar el nicleo.
Cuando uno de estos RNAs es retenido en el nucleo, inicia un complicado proceso de corte y empalme del cual surgen variedades
parcialmente editadas de 4 kb, y formas totalmente editatas de 2 kb. Estas Ultimas si son capaces de salir del nicleo sin Rev, y
en el citoplasma inducen la expresion de las proteinas virales tempranas: Tat, Rev, Nef y Vpr. Cuando esto sucede, Nef se encarga
de manipular la sefializacion celular para favorecer la replicacion viral, mientras que Tat se encarga de incrementar los niveles
de NF-kB, asi como la acetilacion de los nucleosomas del provirus e inducir la transactivacion de la transcripcion viral. Los RNAs
virales parcialmente editados y sin editar son exportados al citoplasma por Rev, y la sintesis de las proteinas tardias también se
potencia por Rev. A partir de aqui se comienzan a sintetizar todos los elementos que formaran nuevos viriones.

Por otro lado Vif se encarga de inducir la ubiquitinacion de APOBEC3G, para evitar que esta cause
hipermutaciones en el RNA gendmico y lo daie (Stanley et al. 2008). Por Ultimo Vpu se encarga
de inducir la degradacion del MHC-1 y de CD4 (Acheson 2011). A la par de esto, Vpu también se
encarga de disminuir los niveles de activacidn de la via de activacidon de NF-kB (Sauter et al. 2015)
y de favorecer la liberacion de los viriones (Acheson 2011). Nef también obstaculiza la funcién del
MHC-I1I, impidiendo la activacion de los linfocitos T cooperadores, también junto con Vpu reducen
el procesamiento de antigenos de Env, evitando que el hospedero pueda iniciar una respuesta
inmunoldgica normal (Sugden et al. 2016).
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Por otro lado, del gen de gag se sintetizan por escision de un precursor poli-proteico las proteinas de
la capside (CA), la nucleocapside (NC), las proteinas de la matriz (MA), y el péptido p6. Por su parte el
gen de pol origina a la transcriptasa reversa (RT/RNasa H) y a la proteasa (PR). Finalmente el gen de
env se obtienen las glucoproteinas gp120 y gp41 (Acheson 2011). Cuando esto sucede las proteinas de
la nucleocapside se unen al genoma de RNA, mientras éstos se empaquetan en la capside junto con la
integrasa y la transcriptasa reversa. Finalmente todos los componentes de los provirus son empacados
y liberados (Acheson 2011). Después de la reactivacion, el proceso de produccion de progenie viral tarda
aproximadamente 12 horas, y se ha visto que por cada célula infectada se producen de 108-109 particu-
las virales antes de que ésta se destruya (Moudgil & Daar 1993; Perelson et al. 1996; Zeng et al. 2012).

2.5. Etapa terminal y aparicion del SIDA

Cuando las particulas virales son liberadas, también lo hacen las proteinas virales en formas solubles. En
el caso de Tat y Nef, ellas se encargan de obstaculizar la maduracion de los linfocitos T CD4+ virgenes,
causando una descompensacion grave en el sistema inmunolodgico (Levy 2011; Zeng et al. 2012). Ade-
mas, las formas solubles de Tat, Nef, Vpr y gp120 se encargan de activar a los provirus latentes en sus
reservorios celulares, y obstaculizan la produccion de anticuerpos por parte de las células plasmaticas
(Herbein et al. 2010). Ante esta respuesta del VIH el organismo mantiene un estado de activacion gene-
ralizada para poder contrarrestar su avance, de hecho se ha visto que los linfocitos T CD4+ infectados con
VIH son eliminados de 2 a 4 dias por los linfocitos T citotoxicos (Herbein et al. 1998; Zhang et al. 1997).
Sin embargo, la pérdida continua de linfocitos T CD4+ y el agotamiento del sistema inmunoldgico debi-
do al estado de inflamacidn cronica produce inmunodeficiencia. Cuando el numero de linfocitos T CD4+
es inferior a ~300 células/uL aparece el SIDA, padecimiento caracterizado por la aparicion de episodios
de diarrea, fatiga, pérdida de peso, ataques de enfermedad oportunistas y el desarrollo de neoplasias
(Lindback et al. 2000; Iwuji et al. 2013) (Cuadro 3). Los patdgenos oportunistas mas comunes incluyen
a Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum, Pneumocystis jirovecii, Mycobacterium tuberculosis,
Salmonella spec., pneumococci, citomegalovirus (CMV) y el virus herpes simplex. Las neoplasias mas
frecuentes son el sarcoma de Kaposi, los linfomas y carcinomas producidos por el herpes. También
es posible que aparezca dermatitis seborreica, lesiones en las mucosas y leucoplaquia en la lengua
(German Advisory Committee Blood (Arbeitskreis Blut), Subgroup “"Assessment of Pathogens Trans-
missible by Blood” & Blood’ 2016). En esta fase de la infeccion, el VIH forma un reservorio impor-
tante en las células del epitelio gastrointestinal, lo cual favorece el mantenimiento de un estado de
inflamacion crdnica necesario para que el virus pueda seguir expandiéndose por el organismo (Liu
et al. 2013). Esto ocurre porque el avance de la infeccion favorece la entrada de productos de bacte-
rias gastrointestinales como el LPS (lipopolisacdrido) que provocan la estimulacion constitutiva del
sistema inmunolodgico (Brenchley et al. 2006). A partir de aqui si la infeccion no logra ser controlada,
el paciente muere (Cuadro 3).
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3.1. Terapia antirretroviral

La terapia antirretroviral fue propuesta como una posible cura para la infeccion por VIH-1 a finales de
la década de los ochentas. Este enfoque consiste en inhibir uno o varios pasos del ciclo de vida del virus
en la célula, tales como la internalizacion, la transcripcion reversa, la integracion y la maduracion de
las particulas virales (Figura 1.2). Con el tiempo y la experiencia se ha visto que los mejores resultados
para controlar la infeccion por VIH-1 se obtienen cuando se combinan varios tipos de farmacos antirre-
trovirales, a este tratamiento se le conoce como terapia antirretroviral combinada (en inglés: combined
antiretroviral therapy, cART). Durante la cART se emplean inhibidores de la transcriptasa reversa como
los nucledsidos (NRTIs), los nucledtidos (NtRTIs), y los analogos no-nucledsidos (NNRTIs), junto con
inhibidores de la proteasa y/o inhibidores de la integrasa (Wei et al. 2002). En la Tabla 3.1 se muestran

los principales antirretrovirales usados actualmente asi como la fecha en la que salieron al mercado.

3.1.1. Limitaciones y efectos secundarios

El uso de antirretrovirales ha sido la forma mas efectiva de mantener controlada la infeccién por VIH-1.
Sin embargo, con esta terapia solo se puede tratar al grupo M del VIH-1. Por el contrario, los antirretrovi-
rales no son capaces de combatir al VIH-2, ni al grupo O del VIH-1 ni tampoco a las variantes resistentes
a antirretrovirales del grupo M del VIH-1 (Menéndez-Arias 2013; Charpentier et al. 2013). Ademas, el uso
cronico de estos medicamentos reduce sustancialmente la calidad de vida de los pacientes. Esto se debe
a que algunos antirretrovirales interfieren con la efectividad de otros medicamentos a través del citocro-
mo P450. Algunos de los efectos secundarios mas notables de los inhibidores de la proteasa y de la inte-
grasa son la lipodistrofia en el rostro, las extremidades, la nuca y el area del ombligo. En general, se ha
visto que el uso cronico de los antirretrovirales puede producir diarrea, insomnio, falta de concentracion,
pérdida de peso, diabetes, anemia, y desordenes neuroldgicos (Levy 2011).

Tabla 3.1| Farmacos antirretrovirales

NRTI NNRTI Inhibidores de la Inhibidores de la Inhibidores de la
proteasa integrasa entrada

Azidotimidina (1987) Nevirapina (1996) Saquinavir (1995) Raltegravir (2007) Enfuvirtida (T20) (2003)

Didanosina (1991) Efavirenz (1998) Indinavir (1996) Elvitegravir (2013) Maraviroc (2007)

Zalcitabina (1992) Delavirdina (2007) Ritonavir (1996) Dolutegravir (2013)

Estavudina (2994) Etravirina (2008) Nelfinavir (1997)

Lamivudina (1995) Rilpivirina (2011) Lopinavir + Ritonavir (2000)

Abacavir (1998) Atazanavir (2003)

Tenofovir (2001) Fosamprenavir (2003)

Emtricitabina (2003) Tripanavir (2005)

Darunavir (2006)

Informacion tomada de (German Advisory Committee Blood (Arbeitskreis Blut), Subgroup “Assessment of Pathogens
Transmissible by Blood” & Blood'’ 2016).
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Figura 3.1 | Estrategia de reversion de la latencia

A) Los reservorios virales (representados por células con citoplasma gris y nucleo rosa) son indetectables para el sistema inmuno-
l6gico (S.1.). Se ha propuesto que usando LRAs, éstos pueden ser reactivados (células rosas) y con la ayuda de los antirretrovirales
(ARVs) es posible evitar que produzcan particulas virales para infectar células sanas (células grises). De esta forma, por el avance
de la infeccion o por el S.1., estos reservorios podrian ser eliminados paulatinamente. B) Pese a las grandes expectativas por los
resultados in vitro a su favor. C) En clinica no han demostrado tener efectividad para eliminar la infeccion.

3.2. Terapia de reversion de la latencia

Los farmacos antirretrovirales no pueden eliminar a los reservorios virales porque el VIH-1 infecta princi-
palmente a las células de memoria, cuya vida media se estima entre 40y 44 meses (Siliciano et al. 2003).
Ademas, los reservorios no son reconocidos por el sistema inmunoldgico, ya que los provirus latentes
casi no producen antigenos que permitan su identificacion. Para lidiar con este problema, en el afo 2004
Dean Hamer propuso que el uso de compuestos capaces de estimular las vias que el provirus utiliza para
salir de su latencia, facilitaria la produccion de antigenos que podrian ser procesados y servirian para
identificar y eliminar a los reservorios virales. Ademas, en presencia de antirretrovirales se impediria la
formacion de nuevos reservorios. A esta hipotesis se le denomind como estrategia “Shock and Kill" o
“estrategia de reversion de la latencia”, y fue inicialmente explorada con agonistas de la familia PKC, en-
focados en activar la via de NF-«xB en las células T CD4+ (Hamer 2004) (Figura 3.1). En los siguientes apar-
tados se mencionaran los principales agentes reversores de la latencia (LRAs) conocidos actualmente, asi
como todo lo que se sabe sobre su desempefio clinico.

3.2.1. Agonistas de la familia PKC

La primera estrategia de manipulacion farmacoldgica de los reservorios consistid en usar pequefias mo-
léculas capaces de alterar el metabolismo de las células T CD4+ para revertir la latencia (Hamer 2004).
Para esto se utilizan farmacos que induzcan la activacion de NF-kB o NFAT (Nabel & Baltimore 1987;
Kinoshita et al. 1997), los cuales son agonistas de las proteinas cinasas C (PKC) tales como la briostatina
(Mehla et al. 2010). La activacion de las PKC es un paso fundamental en la via de NF-«kB, ya que su acti-
vidad promueve el incremento de la concentracion de NF-kB disponible, gracias a la degradacion de kB
(Figura 3.1). Hasta ahora, varios estudios confirman su efectividad in vitro, sin embargo el Unico estudio
realizado con humanos tuvo que ser cancelado por la falta de efectividad de la briostatina in vivo (Gutié-
rrez et al. 2016).
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Figura 3.2 | Mecanismos terapéuticos conocidos de los LRAs

Los LRAs son capaces de interferir con los principales mecanismos represores transcripcionales del provirus, y de igual manera
pueden promover activamente el incremento en la transcripcion viral. Los Agonistas de PKC tienen como objetivo modificar la
sefializacion celular para incrementar los niveles de NF-kB. Por su parte, los inhibidores de las HDACs (HDACis) tienen la funcion
de evitar la desacetilacion de los nucleosomas virales, para prevenir la compactacion de la cromatina. De forma anéloga, los inhi-
bidores de las HMTs (HMTis) también tienen la funcion de evitar la metilacion de las histonas, para prevenir la compactacion de
los nucleosomas virales. Finalmente, los liberadores de P-TEFb se encargan de incrementar la tasa de transcripcion del provirus.

3.2.2. Inhibidores de las HDACs

En varios estudios se ha reportado que las histona-deacetilasas (HDACs) son muy importantes para es-
tabilizar la latencia viral mediante la compactacion del DNA por falta de acetilacion (McManamy et al.
2014). Algunos compuestos como la tricostatina A y el acido valproico tienen la capacidad de inhibir la
actividad de las HDACs, y se ha visto en estudios in vitro que poseen la capacidad de reactivar células
infectadas con provirus latentes (Van Lint et al. 2004; Ylisastigui et al. 2004). Estos farmacos se han de-
nominado como inhibidores de las HDACs, y por ser usados en la quimioterapia contra el cancer, se sabe
que son medicamentos seguros a nivel clinico (Van Lint et al. 2004). Por tal razdn, los inhibidores de las
HDACs se han usado extensamente para intentar revertir la latencia del virus. El compuesto mas sobre-
saliente de todos es el dcido hidroxdmico suberoilanilida (SAHA), mismo que se encarga de favorecer la
acetilacion de la cromatina y favorecer la actividad del promotor 5'LTR del provirus (Van Lint et al. 2004)
(Figura 3.2). Observaciones in vitro demuestran que el SAHA, al igual que el panobinostat y la romi-
depsina, son efectivos para reactivar la transcripcion del provirus (Archin et al. 2012; Elliott et al.
2014; Rasmussen et al. 2014; Segaard et al. 2015). De acuerdo con el Departamento de Salud y
Servicios Humanos de Estados Unidos, hay cuatro estudios clinicos en fase Il distribuidos en Tai-
landia (NCTo02475915), Reino Unido (NCT02336074), Australia (NCTo1365065) y Estados Unidos
(NCT01319383) en donde se ha reportado un buen desempeno del SAHA, no obstante, también
se han reportado la aparicion de efectos secundarios menores en la mayoria de los casos, tales
como diarreay vomitos. Existe una controversia actual sobre la efectividad del SAHA para revertir
la latencia, ya que se ha observado que sdlo reactiva la transcripcion del provirus pero no favore-
ce la sintesis de proteinas virales (Mohammadi et al. 2014). Se cree que esto puede deberse a la
existencia de mecanismos post-transcripcionales no identificados que se encargan de silenciar la

expresion del provirus (Mohammadi et al. 2014).
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3.2.3. Inhibidores de las HMTs

Ademas de las HDACGs, otros controladores epigenéticos importantes son las histona metil-transfe-
rasas (HMTs), cuya funcion consiste en metilar las histonas del nucleosoma viral para favorecer su
compactacion. Algunos autores han sefalado que este es un proceso no relevante para mantener la
latencia viral (Blazkova et al. 2012), sin embargo recientes investigaciones han refutado este resultado
(Saayman et al. 2014). Independientemente de lo anterior, el uso de inhibidores de las HMTs como la
caetocina (Bouchat et al. 2012), ha cobrado popularidad en esta década, y su eficacia ha sido demos-
trada en pruebas in vitro en presencia y ausencia de inhibidores de las HDACs (Blazkova et al. 2009;
Kauder et al. 2009). Estos estudios también mostraron que la inhibicion de las HMTs no es la causa de
la reactivacion per se, interesantemente se observo que la ausencia de metilacion de los nucleosomas
virales en la region 5'LTR sensibilizaba al provirus para ser reactivado por otros LRAs como los inhibi-
dores de las HDACs (Blazkova et al. 2009; Kauder et al. 2009) (Figura 3.2). Sobre estos medicamente
todavia no se sabe exactamente como funcionan ni tampoco se entiende bien si realmente pueden
crear una sinergia con LRAs como los inhibidores de las HDACs in vivo.

3.2.4. Liberadores de P-TEFb

Por su parte los farmacos liberadores de P-TEFb son una nueva clase de LRAs que promueve la liberacion
de P-TEFb del complejo regulatorio formado por el 7SK snRNP, HEXIM1y 2, LARP7 y MEPCE (Figura 3.2).
Este tipo de farmacos potencian la actividad de Tat, favoreciendo la transcripcion del provirus (Li et al.
2013). En este grupo pueden entrar inhibidores de la familia BET (Li et al. 2013) al igual que inhibidores
de las HDACs (Bartholomeeusen et al. 2013). No hay estudios realizados en clinica, pero algunas obser-
vaciones in vitro (Bartholomeeusen et al. 2013) y ex vivo (Bullen et al. 2014) no son concluyentes sobre si
son eficaces o no.

3.2.5.Inhibidores de la familia BET

Losinhibidores de la familia de proteinas del bromodominio y el dominio extraterminal (BET) pueden indu-
cir la transcripcion viral de varias maneras. En primer lugar, pueden bloquear la habilidad de las proteinas
BET para reclutar complejos mutiproteicos necesarios para inducir la expresion génica del hospedero y
del provirus. Los inhibidores BET promueven la reorganizacion de la cromatina mediante la induccion de
la expresion de las histona-acetil-transferasas (HATs), las HDACs, y las histona-desmetilasas, al tiempo
que suprimen a las HMTs (Kinoshita et al. 1997; Tough et al. 2015). Estos inhibidores también estimulan
la actividad de Tat (Darcis et al. 2015). Por el momento sélo se han conducido estudios en animales y no
hay reportes sobre la efectividad real de estos medicamentos.

3.2.6. Agonistas de los TLRs

Por ultimo esta un nuevo tipo de LRAs desarrollado recientemente, estos son los agonistas de los recep-
tores tipoToll (TLRs) (Novis et al. 2013). A pesar de que no se conoce su mecanismo de accion, se cree que
este tipo de LRAs puede activar la sefializacion propia de NF-kB, con lo cual se induciria la reactivacion
del provirus. Sin embargo, no hay estudios con clinicos que avalen su efectividad como LRAs.
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3.3. Limitaciones de la estrategia de reversion de la latencia

Uno de los principales puntos de conflicto entre los defensores de la estrategia de reversion de la latencia
y sus detractores es la forma de determinar la eficacia de los tratamientos. Esto se debe a que no hay
criterios suficientemente robustos como para saber si los reservorios virales estan disminuyendo o no.
Inicialmente se pensaba que el DNA del provirus era el marcador ideal para cuantificar el tamafio de los
reservorios del VIH-1 en el organismo. Sin embargo, se ha demostrado que sélo el 11% de los provirus
integrados poseen su genoma intacto y funcional (Ho et al. 2013). También se ha observado que los pro-
virus deficientes pueden replicarse con el hospedero durante la mitosis, con lo cual la naturaleza genética
de los reservorios es muy diversa (Cohn et al. 2015; Kok et al. 2018). Por consiguiente el tamafo real de
los reservorios es dificil de estimar y cuantificar, lo cual dificulta el poder determinar el impacto de los
LRAs sobre los reservorios. Ademas, no se conocen a detalle los mecanismos de accion de los LRAs ni se
sabe cuales seran los efectos secundarios que éstos generaran a largo plazo.
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Modelos matematicos de los
reservorios del VIH-1




4.1. Estado del arte de la modelacion matematica aplicada al VIH-1
Desde la década de 1990 varios laboratorios en el mundo han usado modelos matematicos para
analizar la infeccidn por VIH-1, con la finalidad de encontrar informacion Util para encontrar una
cura. Partiendo de esta premisa, a lo largo de estas décadas se han creado dos lineas principa-
les de investigacion. En la primera, se estudia al VIH-1 con modelos clasicos de epidemiologia
(Cassels et al. 2008; Perelson & Ribeiro 2013). Por su parte, la segunda se estudia al virus desde
un punto de vista intracelular con la finalidad de entender mas detalles sobre su funcionamiento
en el hospedero. A continuacion se describen algunos de los mas notables trabajos realizados en
ambas lineas de investigacion.

4.1.1. Enfoque epidemiologico

En 1996, Perelson y colegas fueron los primeros en usar un modelo de ecuaciones diferenciales
ordinarias para describir cuantitativamente la dindmica de expresion de antigenos virales en un
cultivo de células de pacientes infectados con VIH-1 (Perelson et al. 1996). Las simulaciones que
ellos obtuvieron fueron tan buenas, que no sélo lograron cuantificar la produccion de p24, sino
que ademas pudieron determinar cuanto se iba a reducir la produccidn de esta proteina viral en
presencia de altas dosis de AZT (Perelson et al. 1996). Este trabajo, aunque fue revolucionario
en su tiempo, solo se limitd a describir al virus desde un punto de vista fenomenoldgico, y por
ende se obviaron muchos aspectos importantes acerca de la regulacion de la expresidn génica del
provirus. En 2014, Rivadeneira y colaboradores utilizaron un modelo de ecuaciones diferenciales
basado en los trabajos de Perelson, con el cual disefiaron un esquema de tratamiento que mejoro
significativamente el desempeno de los antirretrovirales en pacientes infectados con VIH-1 (Riva-
deneira et al. 2014). Para lograr esto, primero se resolvid el modelo de ecuaciones diferencialesy
posteriormente se optimizaron sus parametros a fin de encontrar la dosis de antirretrovirales que
pudiera disminuir con mayor eficacia la produccion de particulas virales in vivo (Rivadeneira et
al. 2014). Los ensayos de Rivadeneira et al. fueron los primeros en utilizar modelos matematicos
para disefiar esquemas farmacoldgicos precisos y efectivos contra el VIH-1, sin embargo hereda-
ron el problema de ignorar los eventos intracelulares del VIH-1, lo cual limita su aplicabilidad a
otras estrategias terapéuticas contra el virus.

4.1.2. Enfoque intracelular

En 1999, Reddy y Yin fueron los primeros en hacer un modelo de ecuaciones diferenciales ordi-
narias para describir minuciosamente todos los pasos del ciclo de vida del VIH-1 en el interior de
la célula (Reddy & Yin 1999). Sin embargo, el modelo de Reddy y Yin no era capaz de capturar la
complejidad de todos los procesos que regulan la expresion génica del provirus, situacion que se
vio reflejada en los pobres resultados de su modelo. Aflos mas tarde, Weinberger y colegas logra-
ron describir por primera vez la dinamica de expresion de Tat, la cual presentaba la particularidad
de tener un pico de alta actividad, sequida de un decaimiento gradual (Weinberger et al. 2005).
Esta dinamica “transciente” que tiende a la latencia dio origen a muchos trabajos posteriores, uno
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de los mas importantes fue el realizado por Althaus y De Boer, en el cual encontraron que la di-
namica de Tat era capaz de inducir la latencia del provirus por si misma, independientemente de
los factores intracelulares y extracelulaes presentes (Althaus & De Boer 2010). Siguiendo por esta
misma linea, Razooky y colegas usaron modelos estocasticos para investigar el grado de impor-
tancia de la dinamica transciente de Tat en el establecimiento de la latencia del provirus, y en-
contraron que esta dindmica es capaz inducir naturalmente la latencia (Razooky et al. 2015). Este
hallazgo les hizo afirmar que, dado que el VIH-1 no tenia inhibidores codificados por si mismo, la
latencia era una cualidad “programada” naturalmente en sugenomaenvez de serel resultado de la
regulacion celular per se (Razooky et al. 2015). Los trabajos de Weinberger también sirvieron para
intentar responder a las preguntas de por qué los agentes reversores de la latencia (LRAs) tienen
un bajo desempefio in vivo, y como mejorar su desempefio. Sobre estos puntos, Dary colegas pro-
pusieron que el desempeno de los LRAs se entorpece porque no son suficientemente buenos para
abrir el nucleosoma viral, y para solucionar esta situacion, se propuso usar pequefios compuestos
capaces de incrementar la frecuencia de apertura de los nucleosomas (Dar et al. 2014). Estos
compuestos fueron denominados como “potenciadores del ruido transcripcional” (Transcriptional
Noise Enhancers, TNEs). Dar y su equipo uso6 una serie de modelos estocasticos para calcular las
dosis de PRTs para incrementar la frecuencia y la amplitud de los picos de expresion de proteinas
virales, lo cual mejord ligeramente el desempefio de los LRAs (Dar et al. 2014). No obstante, todos
los trabajos de Weinberger tienen tres errores en comun: 1) suponen que no existe un regulador
negativo del VIH-1 codificado en su genoma, 2) suponen que las otras interacciones regulatorias
de Nef, Vpry Rev no son importantes y 3) usan un modelo experimental que no tiene los compo-
nentes requlatorios completos del VIH-1. Acerca del primer error, desde el afio 2014 se sabe que
el VIH-1 produce una serie de RNAs virales no codificantes (vncRNAs) que regulan negativamente
su expresion génica (Saayman et al. 2014; Zapata et al. 2017), y en lo concerniente a los demas
errores, se sabe que Nef, Vpr y Rev son fundamentales para la progresion de la infeccion en el
organismo y no deben ser ignorados (Felzien et al. 1998; Kim et al. 2012; Liu et al. 2014; Riker et
al. 2004; Varin et al. 2005; Fauci et al. 2005). Los trabajos de Weinberger proponen que los LRAs
no son buenos para abrir los nucleosomas donde se encuentra el provirus, y atribuyen la latencia
aunadinamica en la que el propio virus tiende a dejar de expresar sus proteians con el tiempo, sin
embargo esta dinamica no justifica el cierre especifico de los nucleosomas virales, lo cual deja sin
respuesta a la pregunta de por qué los LRAs tienen un bajo desempefio in vivo.

4.2. Modelos enfocados en la reversion de la latencia

Hill y colegas propusieron un modelo matematico basado en un proceso de dos ramificaciones, asumiendo
solo cuatro tipos de eventos: una célula infectada con un provirus en latencia puede activarse o morir, una
célula infectada con un provirus activo puede morir o producir nuevos viriones que infecten a otras células
(Hill et al. 2014). Este modelo reveld que no se necesita eliminar completamente al reservorio viral para
lograr una cura funcional de la infeccion, es decir que los pacientes puedan estar anos sin tratamientos
antirretrovirales manteniendo niveles indetectables de viremia (Hill et al. 2014). Para conseguir una cura
funcional, los reservorios deberian disminuir ~100,000 veces su tamafo. Con una reduccion de 2,000 veces
el tamano de los reservorios, un paciente podria vivir sin antirretrovirales por un ano (Hill et al. 2014). No
obstante, este modelo ha sido cuestionado ya que se ha visto con analisis de bancos de pacientes con VIH-1
que para lograr mantener silenciada la viremia por un afo sin antirretrovirales seria necesario reducir entre
5oy 70 veces el tamario de los reservorios en lugar de 2,000 (Pinkevych et al. 2015). Ademas, se sabe que los
LRAs tienen dificultades serias para reactivar a los reservorios in vivo (Bullen et al. 2014).
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En un intento por profundizar en las causas que estan detras del bajo desempeiio de los LRAs en la clinica,
Key colegas estudiaron a 20 pacientes infectados con VIH-1 que se encontraban en un régimen de terapia
antirretroviral, a los cuales se les suministré una dosis de 400 mg de vorinostat (SAHA) por 14 dias (Ke et
al. 2015). Estos pacientes fueron monitoreados durante 70 dias después del tratamiento, y se midio pe-
riodicamente la cantidad de RNAs virales sin editar (unspliced RNAs). Posteriormente se realizaron tres
modelos basados en ecuaciones diferenciales para entender cémo responden dindmicamente las
células infectadas al vorinostat. En el primer modelo se propuso que la reactivacion del provirus po-
dia ocurrir directamente, en el segundo se propuso que habia una activacion temporal antes de que
las células se activaran totalmente y produjeran particulas virales, y por Gltimo en el tercer modelo
se supuso que habian muchos pasos intermedios antes de lograr la activacion total de las células in-
fectadas (Ke et al. 2015). Del ajuste de los datos obtenidos con los pacientes se encontré que el me-
jor modelo que describia el comportamiento del virus era el tercero, es decir que el provirus debia
superar varios pasos para inducir la produccion de viriones (Ke et al. 2015). En este estudio también
se encontro que el vorinostat no es suficientemente potente como para inducir la reactivacion, y se
observo que su efecto neto es incrementar un poco los niveles basales de transcripcion del provi-
rus (Ke et al. 2015). Siguiendo con este enfoque, otro estudio realizado con romidepsina evaluado
con un modelo de macaco Rhesus (Macaca mulatta) se encontrd que este LRA si podia reactivar al
reservorio viral de su latencia (Policicchio et al. 2016). De hecho se observo que si se detenia la te-
rapia antirretroviral 7 dias antes de la suministracion de romidepsina, a los 3 dias de la medicacion
se observaba un rebrote masivo de la viremia. Situacion que ocurre normalmente a las 8 semanas
de la interrupcion de la terapia antirretroviral, lo cual demostré que la romidepsina siincrementa la
reactivacion de los reservorios (Policicchio et al. 2016). Sin embargo, a pesar de estos buenos resul-
tados la romidepsina no logro reducir significativamente el tamafio de los reservorios (Policicchio
et al. 2016). Se intentd explicar este fendomeno a la vida media tan corta de la romidepsina (~2 dias),
pero aun asi el modelo no logro clarificar la falta de efectividad de este inhibidor de las HDACs para
reducir el tamano del reservorio (Policicchio et al. 2016).

4.3. Limitaciones y perspectiva

Actualmente existen muy pocos trabajos enfocados especificamente en estudiar la reversion de la
latencia usando LRAs, mismos que no son capaces de identificar las causas del bajo desempefo de
los LRAs como la romidepsina y el vorinostat. Se piensa que una de las principales limitaciones de los
modelos matematicos aplicados a entender la dindmica de los reservorios es la sobre-simplificacion
de la complejidad bioldgica que regula la latencia del VIH-1 (Hernandez-Vargas 2017). Se ha propuesto
que incluir en el modelo factores de regulacion intracelular y la respuesta inmunoldgica del organismo
podria ser una forma posible de mejorar la calidad los modelos matematicos orientados a estudiar la
dindmica de los reservorios del VIH-1 (Hernandez-Vargas 2017), esto con la finalidad de encontrar in-
formacion clave que permita disefiar mejores esquemas de medicacidn para erradicar los reservorios
virales.
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Capitulo H

Presentacién del trabajo de tesis




5.1. Justificacion

En la actualidad, la infeccion porVIH-1 es uno de los problemas mas importantes de salud publica en el
mundo, tanto por la ausencia de una cura como por la enorme carga econdmica que se origina por el
uso de farmacos antirretrovirales. Una alternativa prometedora para curar esta infeccion es la estrate-
gia de reversion de la latencia, misma que consiste en emplear agentes reversores de la latencia (LRAS)
para reactivar los reservorios virales e inducir su eliminacidn. Desafortunadamente, el desempefio de
estos agentes terapéuticos ha dejado mucho que desear, y no se entiende exactamente el porqué. En
un intento por comprender la causa del bajo rendimiento de los LRAs, algunos grupos se han dedicado
ausar modelos matematicos para visualizar los efectos de estos farmacos a largo plazo con la finalidad
de determinar cuales son las condiciones que se requieren para que realmente puedan ser efectivos
contra el VIH-1. Sin embago, hasta ahora ninguno de los intentos previos no han sido suficientes para
determinar las causas a nivel molecular del bajo rendimiento de los LRAs, en parte por la sobre-simpli-
ficacion de los modelos asi como por desconocimiento de la complejidad de los procesos moleculares
que gobiernan el mantenimiento y la reversion de la latencia. Por ello, en el presente trabajo de tesis
doctoral se busca entender cémo funcionan todos los circuitos virales de regulacion de la latencia en
el interior de los reservorios, con la finalidad de encontrar una explicacion al bajo rendimiento presen-
tado por los agentes reversores de la latencia.

] V' L]
5.2. Hipotesis
Existen mecanismos moleculares propios del provirus que regulan de forma autédnoma la latencia e
interfieren con el mecanismo de accion de los LRAs.

5.3. Objetivo general
Analizar la dindmica de la red de regulacion de la expresion génica del provirus en el interior de una
célulaT CD4+ de memoria para determinar las causas del bajo rendimiento de los LRAs.

5.4. Objetivos particulares

1. Utilizar un modelo matematico basado en reglas ldgicas para obtener informacion general sobre
la complejidad de la dindmica de la red de regulacion génica del provirus sin tener que caracterizar
el espacio de fase de un modelo continuo.

2. Utilizar un modelo matematico basado en ecuaciones diferenciales ordinarias no-lineales para
obtener informacion especifica sobre la transicion de estados y los umbrales de activacion
presentes en la dindmica de la red de requlacion génica del provirus.

3. Identificar puntos sensibles de la red para potenciar la reversion de la latencia.
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apitulo O

Metodologia




6.1. Construccion de la red genética del VIH-1

La red de regulacion genética fue construida compilando informacion sobre los mecanismos molecu-
lares que regulan la latencia del VIH-1 en el interior de las células T CD4+ quiescentes. En los siguientes
parrafos se describen las interacciones y suposiciones que se tomaron en cuenta para ensamblar la
red de regulacion genética del provirus, asi como los procedimientos que se realizaron para analizar la
dinamica de la red (Figura 6.1).

6.1.1. Descripcion de la red genética del VIH-1

Después de la integracion del VIH en el genoma del hospedero, su expresion es regulada por los fac-
tores de remodelacion de la cromatina como las HATs, HMTs y las HDACs. Estas enzimas modulan la
exposicion del promotor viral ubicado en la region 5'LTR a factores transcripcionales como Sp1, NF-AT
y NF-kB ya sea por relajacion o condensacion de los nucleosomas virales (Groen & Morris 2013). En au-
sencia de estimulacion inmunoldgica, el promotor 5'LTR produce RNAs gendmicos de g kb completos
(RNAgkbN)y truncos (Siliciano & Greene 2011; Jacquenet et al. 2005). Después de su sintesis, los RNAs
genomicos generan RNAs parcialmente editados de 4 kb (RNA4kbN) y RNAs totalmente editados de
2 kb (RNA2kbN) (Siliciano & Greene 2011; Jacquenet et al. 2005). Simultaneamente los RNAs virales
intactos son procesados para generar pequefnos RNAs virales activadores (vsaRNA) (Zhang et al. 2014)
asi como pequeiios RNAs virales de interferencia (vsiRNA) (Suzuki et al. 2015b; Bennasser et al. 2005)
que regulan la expresion del provirus.

Los RNAs totalmente editados de 2 kb son exportados al citoplasma directamente, donde son tradu-
cidos en las proteinas virales tempranas Tat, Rev, Nef y Vpr (Jacquenet et al. 2005; Robert-Guroff et
al. 1990). Tat transactiva al promotor 5'LTR reclutando a P-TEFb y evitando la represion mediada por
los vsiRNA (Bennasser et al. 2005; D'Orso et al. 2012). Rev facilita la exportacion de los RNAs gendmi-
cos de g kb y de los RNAs parcialmente editados al citoplasma (Felber et al. 1990) y por su parte, Nef
modifica el entorno intracelular para proteger al hospedero del sistema inmunoldgico (Swingler et al.
2003). Tat (Agbottah et al. 2006) y Vpr (Felzien et al. 1998) interactUan con las HATs para hacer mas
accesible el promotor 5'LTR a los factores de transcripcion. Por otro lado, Tat, Vpry Nef activan la via
de NF-xB (Fiume et al. 2012; Varin et al. 2003; Varin et al. 2005) con la finalidad de inducir la expresion
de los genes del provirus. Paralelamente a esto, en la region nef-3'LTR existe un promotor anti-sentido
que controla la transcripcion de un RNA viral anti-sentido largo y no codificante (asRNA) (Saayman
et al. 2014). Este asRNA recluta a las HMTs sobre el promotor 5'LTR con la finalidad de bloquear la
transcripcion del provirus (Saayman et al. 2014). Recientemente se ha descrito que los RNAs pequeiios
que activan la transcripcion de algun promotor, interactuando con los RNAs no codificantes largos y
anti-sentido (IncRNAs) para inducir su degradacion (Gagnon & Corey 2012; Schwartz et al. 2008). De
esta forma, es posible que los factores de remodelacion de la cromatina modifiquen el nucleosoma del
promotor para favorecer la expresion génica (Gagnon & Corey 2012; Schwartz et al. 2008).
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Figura 6.1 | Diagrama de flujo de la metodologia

Este trabajo fue ejecutado en cuatro etapas: 1) Definicion de la red y sus modelos, 2) Analisis matematicos de los modelos, 3)
Analisis de perturbacion de los modelos y finalmente 4) Validacion. En esta figura la linea azul denota los pasos que se siguieron
para completar la primera etapa, la linea purpura denota lo mismo pero para la etapa 2, la linea roja es para la etapa 3y la linea
gris es para la etapa 4. El color rosa es usado para representar los procedimientos usados exclusivamente para el modelo discre-
to, el color azul denota lo mismo pero para el modelo continuo.

En el caso particular del VIH-1 se encontraron los elementos necesarios para sustentar este mecanis-
mo, los cuales son el asRNA (Saayman et al. 2014) y el vsaRNA (Zhang et al. 2014), razén por lo cual
se propone que en VIH-1 aparece este mecanismo de regulacidn a nivel de RNA. Cuando el equilibrio
entre las interacciones activadoras y represoras se rompe e inicia la replicacion del provirus, los RNAs
de 4 kb y los RNAs gendmicos son exportados al citoplasma por Rev para expresar otras proteinas
regulatorias como Vpr, Tat, Vpu, Vif al igual que las poliproteinas Gag-Pol, Gag y Env (Jacquenet et al.
2005). Finalmente, por escision de las poliproteinas se liberan los componentes estructurales del vi-
rus, como p24Gag, la transcriptasa reversa (RT), la integrasa (INT), la glucoproteina 120 (gp120) entre
otras (Hammarskjold et al. 1989; Fun et al. 2012). Lo cual favorece la formacidn de nuevas particulas
virales. En la Figura 6.2 se muestra la red de expresion génica del provirus construida a partir de toda
esta informacion.
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Figura 6.2 | Red de regulacion de la expresion génica del provirus

En el interior de las células T CD4+ infectadas, los provirus pueden ser activados por factores transcripcionales y por factores
de remodelacion de la cromatina del hospedero durante la activacion inmunoldgica. Cuando esto ocurre, el provirus transcribe
una gran variedad de RNAs como por ejemplo los mRNAs virales sin editar, los RNAs virales no codificantes vsiRNAs (viral small
interfering RNAs) y los asRNA (long anti-sense RNA). Los RNAs no codificantes junto con las proteinas tempranas Tat, Revm Nefy
Vpr tienen funciones regulatorias sobre el provirus ya sea para inducir su expresion o para reprimirla. Una vez que las condiciones
intracelulares son favorables para la proliferacion viral, se producen las proteinas tardias como gps41, p24Gag y otras proteinas
estructurales. En esta figura se representan las interacciones represivas con una linea T rosa, las interacciones activadoras se
representan con flechas negras. Las proteinas tempranas estan pintadas en azul claro mientras que las proteinas tardias del virus
estan en azul oscuro. Los componentes del hospedero se muestran en color purpura, amarillo y negro.

6.2. Modelo discreto

6.2.1. Derivacion del modelo discreto

El proceso general para convertir la informacion disponible de las interacciones de la red genética de
regulacion del provirus en reglas ldgicas consistio en dos pasos: 1) determinar las entradas de cada
nodo y 2) determinar las condiciones en las que cada nodo se activa por sus entradas (Cuadro 4). Apli-
cando este procedimiento a NF-kB, sus entradas son: TNF, Tat, Vpr, y Nef. NF-kB puede ser activado
de forma independiente por TNF (Zhou et al. 2003), Tat (Fiume et al. 2012), Vpr (Varin et al. 2005) o
Nef (Varin et al. 2003). Considerando estos datos, la red l6gica correspondiente al nodo de NF-kB es:
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Cuadro 4 | Modelos booleanos

Los modelos booleanos son
representaciones matemati-
cas de eventos que tienen dos

Reglas logicas
Representaciones abstracta de una sucesién

de eventos.
estados operativos: “activo”
e “inactivo” {o, 1}. Si se deli-
mitan las condiciones por las
cuales todas las variables de Eventos A ®
;JS es;’;zrgaer?ueeledgzmcamblar AactivaaB //7_/\ Representacion grafica
) po, en BactivaaC o fod d
tonces es posible establecer Cinhibe a B .k/ ografodeunare
una ecuacion que describa la C
transicion de estado que hace
una variable (nodo) en un
momento determinado. Esta
ecuacion se conoce como: v
“regla légica”. Conocer estas
ecuaciones permite predecir Regla légica de B:
la evolucidn en el tiempo de “para que se active B debe estar Ay no
una red. Por ejemplo: si se debe estar C".
parte de unas condiciones ini-
ciales dadas, al cabo de varios En otras palabras:
pasos de tiempo, el sistema B(r+1) = A1) AND (NOT (1))
tenderd a llegar a un estado
Modelacion de una red booleana
Evolucion temporal de una red
GS Conc.jigic.’)n
inicial
Gy

(A
oht &/‘GQ

Grafo de unared

>

Atractor
Estado fijo al que converge una trayectoria
después de n pasos de tiempo.

Representacion grafica de la convergencia de una trayectoria en un atractor

invariante en el tiempo, mismo que se conoce como atractor. Los atractores representan modos de funcionamiento de

una red que, en caso de tratarse de un sistema bi

olégico, equivalen a algun fenotipo.
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NFxB =(TNF)OR(Tat) OR (Vpr) OR(Nef ) (6.1)

Las HMTs tienen dos entradas: las senales intracelulares de activacion de las HMTs (IHMTs) y los
asRNAs. Las IHmTs son una representacion de todos los eventos independientes intracelulares que
pueden activar a las HMTs. Esta entrada al igual que los asRNA (Saayman et al. 2014) son capaces
de activar a las HMTs de forma independiente. Por consiguiente, la regla logica para las HMTs esta
dada por:

HMTs =(1,,,,;,) OR (asRNA) (6.2)

La actividad del promotor 5'LTR depende de las HMTs, HATs, NF-kB y Tat. Este promotor se activa
totalmente cuando estan presentes NF-xB, las HATs y Tat (Westendorp et al. 1995), sin embargo
puede funcionar exclusivamente con NF-kB y en todos los casos obligatoriamente se requiere de la
ausencia de las HMTs para evitar su silenciamiento (Jordan et al. 2003), por consiguiente: La regla
l6gica es:

PSLTR =(NFxB)AND NOT (HMTs) (6.3)

Por otra parte, la actividad del promotor 3'LTR depende de NF-kB, las HATs y de la ausencia de las HMTs.
No obstante, al igual que el promotor 5'LTR éste puede funcionar si obligatoriamente se reprime a las
HMTs y se cuenta con niveles altos de NF-kB (Saayman et al. 2014), por consiguiente:

P3LTR =(NFxB)AND NOT (HMTs) (6.4)

La sintesis de los RNAs nucleares de g kb depende de la trans-activacion de Tat y de la actividad del pro-
motor 5'LTR, sin embargo es posible producir RNAs gendmicos aun en ausencia de Tat (Jacquenet et al.
2005), por consiguiente la regla l6gica para estos RNAs es:

RNA9KkbN =(p5LTR) (6.5)

La sintesis de los vsiRNA depende de la actividad del promotor 5'LTR (Yeung et al. 2009) y de la ausencia
deTat (Bennasser et al. 2005), por consiguiente:

VsiRNA = (pSLTR) AND  NOT (Tat) (6.6)

La sintesis de los vsaRNA depende exclusivamente de la actividad del promotor 5'LTR (Zhang et al. 2014),
y por ende:

vsaRNA = (p5LTR) (6.7)

La sintesis de los RNAs parcialmente editados de 4 kb depende exclusivamente de la presencia de los
RNAs gendmicos de g kb (Jacquenet et al. 2005), es decir:

RNA4KbN = (RNA9KBN ) (6.8)
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De igual forma, la sintesis de los RNAs totalmente editados de 2 kb depende de sus precursores de 4 kb
(Jacquenet et al. 2005), por consiguiente:

RNA2kbN = (RNA4KDN ) (6.9)

La reserva citoplasmatica de los RNAs totalmente editados depende de su transporte del nucleo al
citoplasma (Jacquenet et al. 2005), ademas se requiere que no existan factores inhibitorios como los
vsiRNA (Bennasser et al. 2005), entonces:

RNA2kbC =(RNA2kbN ) AND ~ NOT (vsiRNA) (6.10)

La reserva citoplasmatica de los RNAs gendmicos depende de la actividad de Rev para facilitar su
transporte del nucleo al citoplasma (Felber et al. 1990), ademas también requiere de la ausencia de los
vsiRNA(Bennasser et al. 2005), por lo tanto:

RNA4kbC = (RNA4kbN ) AND (Rev) AND  NOT (vsiRNA) (6.11)

Ocurre lo mismo con la reserva citoplasmatica de los RNAs gendmicos de g kb:

RNA9KBC =(RNA9KkDN) AND(Rev) AND  NOT (vsiRNA) (6.12)

La sintesis de los asRNA ocurre cuando el promotor anti-sentido 3'LTR es activado por NF-kB (Saayman
etal. 2014) y no hay factores que inhibitorios como los vsaRNA (Schwartz et al. 2008; Zhang et al. 2014),
por consiguiente:

asRNA =(p3LTR) AND  NOT (vsaRNA) (6.13)

La sintesis de Tat requiere de la presencia de los RNAs totalmente editados o de los RNAs parcialmente
editados (Jacquenet et al. 2005):

Tat = (RNA2kbC) OR (RNA4kHC) (6.14)

La sintesis de Rev depende solamente de la presencia de los RNAs completamente editados de 2 kb
(Jacquenet et al. 2005):

Rev = (RNA2kbC) (6.15)

La sintesis de Nef es analoga a la de Nef:

Nef = (RNA2kbC) (6:26)

La sintesis de Vpr es analoga a la de Vpr:

(6.17)
Vpr =(RNA2kbC) OR (RNA4kbC)
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Finalmente, la expresion de p24Gag depende exclusivamente de la concentracion citoplasmatica de los
RNAs gendmicos (Jacquenet et al. 2005):

p24Gag = (RNAYKLC) (6.18)

Las entradas de la red son: TNF and [HmTs.

6.2.2. Dinamica del modelo discreto

La dinamica del modelo discreto se estudié mediante la implementacion del modelo de Kauffman, en el
cual los nodos descritos por las reglas ldgicas son representados como un conjunto de variables binarias
¥ = {0y, ..., On}, cuyos estados son: cero para inactivacion y uno para activacion. El valor de cada variable
(i.e. nodo) on esta determinado por el valor de sus kn reguladores, denotados por {Ons, ...,0n} @ través de
la ecuacion:

o,(t+at)= £, (o, (¢).0, ()....0, () (6.19)

Donde fn es la regla l6gica correspondiente al nodo on que depende de los kn argumentos. El tiempo
discreto t avanza en pasos enteros; el tiempo t' en el cual el estado de los reguladores es evaluado
como t <t'< t+Atdonde At es el tiempo que toma a on para responder a un cambio en sus reguladores.
La ecuacidn 6.19 ha sido histéricamente implementada de manera sincrona, es decir: todos los nodos
se actualizan al mismo tiempo (t'= ty At = 1) (Figura 6.3A). Sin embargo, en este trabajo la ecuacion
6.19 también se implementd considerando otros dos esquemas de actualizacion, el asincrono y el se-
mi-sincrono.

Para el esquema asincrono, el orden de actualizacion fue establecido en base al conocimiento biolo-
gico disponible que se tiene de lared {o3, ..., on} (Tabla 6.1). Este orden fue visto como una permuta-
cion con repeticion de elementos P={0p: ,0p2, ..., op.}, en donde hay una cantidad de pasos L que se
requieren para actualizar completamente todos los nodos de la red, ademas este parametro puede
ser mayor o igual al nUmero de elementos que tiene la red, i.e. L = N (Figura 6.3B). Para cada paso
de tiempo t los nodos de la red se actualizan uno a uno siguiendo el orden de esta permutacion, es
decir: primero op: al tiempo t'=t+1/L, después op: al tiempo t'=t+2/L, y asi sucesivamente hasta
que opL es actualizado al tiempo t'=t+1. Se aplica la ecuacidn 4.19 para actualizar cada nodo ha-
ciendo los siguientes cambios: At =i/Ly con t'=t+(i—1)/L. Después de que todos los nodos de la
red son actualizados, el tiempo t avanza una unidad y el proceso vuelve a repetirse hasta encontrar
un atractor (Figura 6.3B).

En la red del VIH-1 hay algunos procesos bioldgicos que pueden darse simultaneamente, como por
ejemplo la union de NF-«kB a los promotores 5'LTR o 3'LTR. Pensando en un escenario en el cual
varios procesos bioldgicos ocurrieran al mismo tiempo, se propuso un esquema de actualizacion
semi-sincrono (Figura 6.3C). En este esquema el conjunto de nodos de la red X = {o, ..., on} fue
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Figura 6.3 | Esquemas de actualizacion del modelo discreto

En esta figura cada circulo representa un nodo de una red abstracta. A lo largo del tiempo, cada nodo puede tener dos estados
con valores numéricos asociados: uno para “encendido” (color rosa, violeta o azul) y cero para “apagado”. A) En este panel se
muestra una representacion grafica del esquema de actualizacion sincrono, en el cual los nodos de la red se actualizan al mismo
tiempo (t 4+ 1). B) En este panel se representa al esquema de actualizacion asincrono, en el cual P representa al conjunto de
nodos que serd actualizado en diferentes tiempos hasta llegar a un paso de actualizacion t 4+ 1. C) Finalmente, en este panel se
representa el esquema de actualizacion semi-sincrono. Aqui, todos los nodos pertenecientes a los conjuntos M1, .., M4 se van
actualizando al mismo tiempo hasta llegarat + 1.

particionado en S subconjuntos {Mj, ...,Ms} tales que U?: 1 M; =%. Todos los nodos contenidos en
cada subconjunto M;j son actualizados de manera sincrona, para emular aquellos procesos que pue-
den ocurrir al mismo tiempo (Tabla 6.2). Sin embargo las particiones { M3, ...,Ms} son actualizadas de
forma asincrona en el siguiente orden: Los nodos de M7 se actualizan al tiempo t'=t+1/S, los nodos
de Mz se actualizan al tiempo t'=t+2/S, y asi sucesivamente hasta que Ms es actualizada al tiempo
t'=t+1. Para actualizar cada nodo se utiliza la ecuacion 4.19 haciendo que At =i/Sy t'=t+(i—1)/S .
De esta forma, para que un paso de tiempo t avance a t+1 todos los subconjuntos { My, ...,Ms} seran
actualizados uno por uno (Figura 6.3C). En la Tabla 6.2 se muestran los subconjuntos de actualizacion
del esquema semi-sincrono. Los tres esquemas de actualizacion se usaron hasta para encontrar los
atractores o puntos fijos de la red, es decir los estados de la red p tales que fn(t) = p, Vt (Cuadro 4).

41



Cuadro 5 | Analisis de modelos booleanos

Si partimos de una condi-
cion inicial vi, a lo largo de
varios pasos de llegaremos a
un atractor ai. Sin embargo,
existe un conjunto de condi-
ciones iniciales que eventual-
mente conducen al atractor
o, a este conjunto de estados
se le conoce como “cuenca
de atraccion”. Es importante
mencionar que cada atrac-
tor posee su propia cuenca
de atraccion, y los elementos
contenidos en ella son Uni-
cos. Las cuencas de atraccion
pueden contener muchos
elementos o bien pueden no
tener casi elementos, sin em-
bargo son caracteristicas de
cada uno de los atractores de
la red.

Para evaluar la sensibilidad de
la red, ésta se perturba nodo
por nodo y se determina el
efecto de dichas perturbacio-
nes sobre la dinamica de la
red. Si una red opera en es-
tado ordenado, entonces las
perturbaciones no causaran
ningun efecto en la estructura
de la red, digase: atractores
y cuencas de atraccion. Si la
red opera en estado critico,
las perturbaciones lograran
que la red “se adapte”, man-
teniendo su funcionamiento
general pero favoreciendo la
aparicion de nuevas caracte-
risticas (atractores). Si por el
contrario la red opera en esta-
do cadtico, las perturbaciones
destruiran la estructura de la
red, haciendo que se formen
nuevos atractores y que las
cuencas cambien.
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6.2.3. Calculo de las cuencas de atraccion

Para cada atractor pi existe un conjunto C de estados que después de algunos pasos de tiempo
conducen a al atractor pi, a este conjunto de elementos se le conoce como cuenca de atraccion del
atractor pi. Se ha reportado que el tamafo de las cuencas de atraccion puede modificarse depen-
diendo del esquema de actualizacidon que se use (Gershenson 2002) (Cuadro 5). Desde un punto de
vista bioldgico, esto equivale al ruido transcripcional que se observa en la expresion de los genes
originado por los cambios en el entorno intracelular. También se ha observado que existen ciertos
estados que siempre estan contenidos en alguna cuenca de atraccion, independientemente del es-
quema de actualizacion usado. En este trabajo de tesis se propone que los estados que siempre
aparecen asociados a una cuenca de atraccion son relevantes desde un punto de vista bioldgico, ya
que representarian estados obligatorios que la expresion del provirus debe sequir con la finalidad
de activarse o entrar en latencia. Estos estados invariantes se calcularon intersectando las cuencas
de atraccion calculadas con los tres esquemas de actualizacion, con la finalidad de determinar la

trayectoria de activacion del provirus.

6.2.4. Estabilidad del modelo discreto: prueba del mapa de Derrida
Para analizar las propiedades de las redes boolenas se han incorporado conceptos propios de otras areas
como la quimica, en la cual se homdloga una red con la estructura del agua. De esta forma, las redes
pueden presentar dindmicas equivalentes a los tres estados del agua, es decir: sélido, liquido y gaseoso.
En lo equivalente al estado solido, cuando una red booleana recibe una avalancha de perturbaciones
estocasticas causadas por el ruido transcripcional, la sobreexpresion o delecion de genes, la dinamica
de la red no se ve afectada sin importar la gravedad de las perturbaciones. A este comportamiento se
le conoce como régimen ordenado (Aldana 2003). Por otra parte, en el comportamiento equivalente al
estado gaseoso se observa que una pequeia cantidad de perturbaciones es suficiente para modificar
drasticamente la dindmica de la red. Este comportamiento es conocido como régimen cadtico (Aldana
2003) (Cuadro g).

Tabla 6.1 | Esquema de actualizacidn asincrono

Paso de actualizacion  Nodos a actualizar Criterio bioldgico de eleccion de los nodos

t=1/65 TNF Sefial de inflamacion por excelencia (Fiume et al. 2012).

t=2/65 IHMTS Entrada de la red.

t=3/65 NF-kB NF-kB es activado por la via de TNF (Sun et al. 2000).

t=4/65 HMTs HMTs son activadas por lnmrs

t=5/65 psLTR Este promotor es mas activo que el p3LTR (Saayman et al. 2014).
t=6/65 p3LTR Este promotor es menos activo que el psLTR (Saayman et al. 2014).
t=7/65 RNAsgkbN Este es el primer producto del psLTR (Jacquenet et al. 2005).
t=28/65 vsiRNA ElI RNA viral contiene varios siRNAs (Bennasser et al. 2005).
t=9/65 vsaRNA En el gen de gag hay un RNA activador (Zhang et al. 2014).
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Tabla 6.1 | Esquema de actualizacion asincrono (continuacion)

Paso de actualizacion

t=10/65
t=11/65
t=12/65
t=13/65
t=14/65
t=15/65
t=16/65
t=17/65
t=18/65
t=19/65
t=20/65
t=121/65
t=122/65
t=23/65
t=24/65
t=25/65
t=26/65
t=27/65
t=128/65
t=29/65
t=130/65
t=31/65
t=32/65
t=133/65
t=34/65
t=35/65
t=36/65
t=137/65
t=138/65
t=239/65
t=40/65
t=41/65
t=42/65
t=143/65
t=45/65
t=46/65
t=47/65

Nodos a actualizar
asRNA

HMTs
RNAs4kbN
RNAs4kbC, RNAsgkbC
asRNA

HMTs

p5LTR, p3LTR
RNAs2kbN
RNAs4kbC
Nef

Rev

Tat, Vpr
p24Gag
NF-«kB

p5LTR

p3LTR
RNAsgkbN
vsiRNA
vsaRNA
RNAs4kbN
RNAs2kbC
RNAs4kbC
RNAsgkbC
asRNA

Tat, Vpr
NF-«kB

HMTs

psLTR

p3LTR
RNAsgkbN
vsiRNA
vsaRNA
RNAs4kbN
RNAs2kbC
RNAs4kbC, RNAsgkbC
asRNA

Nef

Criterio biologico de eleccion de los nodos

Este es el producto del promotor 3'LTR (Saayman et al. 2014).

Estas enzimas se activan por el asRNA (Saayman et al. 2014).

Primero producto de splicing del RNAgkbN (Jacquenet et al. 2005).

Rev puede transportarlos al mismo tiempo (Jacquenet et al. 2005).

Este es el producto del promotor 3'LTR (Saayman et al. 2014).

Estas enzimas se activan por el asRNA (Saayman et al. 2014).

Ambos promotores son inhibidos por las HMTs (Saayman et al. 2014).
Antes de la activacion, es el RNA mas abundante (Jacquenet et al. 2005).
Este RNA permanece en el citoplasma por un tiempo largo (Groen 2013).
Nef es la primera proteina en ser detectada (van 't Wout et al. 2003).

Rev is the second early protein to be detected (van 't Wout et al. 2003).
Tat y Vpr son las proteinas menos abundantes (van 't Wout et al. 2003).
Las proteinas tardias aparecen después (van 't Wout et al. 2003).
Activado por Tat, Vpry Nef (Liu et al. 2014; Fiume et al. 2012; Varin et al. 2003).
Este promotor es mas activo que el p3LTR (Saayman et al. 2014).

Este promotor es menos activo que el p5LTR (Saayman et al. 2014).

Este es el primer producto del p5LTR (Jacquenet et al. 2005).

EI RNA viral contiene varios siRNAs (Bennasser et al. 2005).

En el gen de gag hay un RNA activador (Zhang et al. 2014).

Primero producto de splicing del RNAgkbN (Jacquenet et al. 2005).

No requiere de Rev para ser exportado (Jacquenet et al. 2005).

Este RNA permanece en el citoplasma por un tiempo largo (Groen 2013).
Este RNA permanece en el citoplasma por un tiempo largo (Groen 2013).
Este es el producto del promotor 3'LTR (Saayman et al. 2014).

Tat y Vpr son las proteinas menos abundantes (van 't Wout et al. 2003).
Activado por Tat, Vpry Nef (Liu et al. 2014; Fiume et al. 2012; Varin et al. 2003).
Estas enzimas se activan por el asRNA (Saayman et al. 2014).

Este promotor es mas activo que el p3LTR (Saayman et al. 2014).

Este promotor es menos activo que el psLTR (Saayman et al. 2014).

Este es el primer producto del p5LTR (Jacquenet et al. 2005).

EI RNA viral contiene varios siRNAs (Bennasser et al. 2005).

En el gen de gag hay un RNA activador (Zhang et al. 2014).

Primero producto de splicing del RNAgkbN (Jacquenet et al. 2005).

No requiere de Rev para ser exportado (Jacquenet et al. 2005).

Rev puede transportarlos al mismo tiempo (Jacquenet et al. 2005).

Este es el producto del promotor 3'LTR (Saayman et al. 2014).

Nef es la primera proteina en ser detectada (van 't Wout et al. 2003).
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Tabla 6.1 | Esquema de actualizacion asincrono (continuacion)

Paso de actualizacion

Nodos a actualizar

Criterio biologico de eleccion de los nodos

t=48/65 Rev Rev is the second early protein to be detected (van 't Wout et al. 2003).
t=49/65 Tat, Vpr Taty Vpr son las proteinas menos abundantes (van 't Wout et al. 2003).
t=50/65 p24Gag Las proteinas tardias aparecen después (van 't Wout et al. 2003).
t=51/65 NF-kB Activado por Tat, Vpry Nef (Liu et al. 2014; Fiume et al. 2012; Varin et al. 2003).
t=52/65 HMTs Estas enzimas se activan por el asRNA (Saayman et al. 2014).
t=53/65 psLTR Este promotor es mas activo que el p3LTR (Saayman et al. 2014).
t=54/65 p3LTR Este promotor es menos activo que el psLTR (Saayman et al. 2014).
t=55/65 RNAsgkbN Este es el primer producto del psLTR (Jacquenet et al. 2005).
t=56/65 vsiRNA EI RNA viral contiene varios siRNAs (Bennasser et al. 2005).
t=>57/65 vsaRNA En el gen de gag hay un RNA activador (Zhang et al. 2014).

t=58/65 RNAs4kbN Primero producto de splicing del RNAgkbN (Jacquenet et al. 2005).
t=59/65 RNAs2kbC No requiere de Rev para ser exportado (Jacquenet et al. 2005).
t=60/65 RNAszkbC, RNAsgkbC ' Rev puede transportarlos al mismo tiempo (Jacquenet et al. 2005).
t=61/65 asRNA Este es el producto del promotor 3'LTR (Saayman et al. 2014).
t=62/65 Nef Nef es la primera proteina en ser detectada (van 't Wout et al. 2003).
t=63/65 Rev Rev is the second early protein to be detected (van 't Wout et al. 2003).
t=64/65 Tat, Vpr Tat y Vpr son las proteinas menos abundantes (van 't Wout et al. 2003).
t=1 p24Gag Las proteinas tardias aparecen después (van 't Wout et al. 2003).

Desde un punto de vista evolutivo tanto el régimen ordenado como el régimen cadtico no son convenientes
para la supervivencia de una especie, porque uno equivaldria a tener organismos incapaces de adaptarse a
nuevos entornos y el otro equivaldria a tener organismos con fenotipos inestables que podrian desaparecer
alamenor provocacion. En medio de estos dos regimenes dinamicos se encuentra lo equivalente al estado
liquido, un estado en el que se mantiene cierto grado de robustez como en el régimen ordenado que coe-
xiste con un buen nivel de flexibilidad, propio del estado cadtico. Este régimen dinamico se conoce como
punto critico (Aldana 2003).

Siguiendo con la légica de los estados del agua, cada uno de ellos se define por la distancia que hay
entre sus moléculas. De esta forma, en el estado gaseoso existe una distancia muy grande entre las
moléculas, en el estado solido se forma una red cristalina en donde la distancia entre las moléculas de
agua es muy pequenay en el estado liquido se tiene una distancia un poco mas mayor que en el estado
solido pero sin llegar a ser tan grande como en el estado gaseoso. Por consiguiente, para determinar
el régimen dinamico de las redes booleanas es necesario determinar una medida equivalente a la dis-
tancia que hay entre todas las moléculas de agua en cada estado. Extrapolando esta idea al analisis
de las redes, cada estado de la red se considerara como si se tratara de una molécula de agua y para
determinar la distancia que hay entre todas las configuraciones se utilizara la distancia normalizada de
Hamming h(t) al tiempo t entre dos estados de la red definida como:
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N
H(0)=3 2l (-5, (1) (4.20)
Donde ox(7) es el estado del enésimo nodo de la red al tiempo t en una trayectoria que inicia con una
condicion inicial dada, y "»(#) es el estado del mismo nodo en una trayectoria diferente generada
de una condicidn inicial diferente. La ecuacion 6.20 es considerada como el tamafio normalizado
de la avalancha de perturbaciones generadas por las diferencias de las dos condiciones iniciales. El
mapa de Derrida h(t +1) = M(h(t)) (Derrida & Pomeau 1986) relaciona el tamano de la avalancha
en dos pasos de tiempo consecutivos. Se puede demostrar que M(h) es una funcidon monotdnica
creciente con la propiedad de M(0) = 0. La pendiente S en el origen de M(h) es el parametro que
caracteriza el valor asintdtico de la distancia de Hamming, mismo que determina la dinamica de la
red ante perturbaciones. Al pardmetro S se denomina como el valor promedio de la sensibilidad de
lared.Cuando S < 1lared opera en el régimen ordenado, cuando S > 1 entonces la red opera en el
régimen caotico, finalmente si S=1 entonces la red opera en el punto critico. Desde un punto de vista
bioldgico, S equivale a la fraccion de genes que cambian su estado al tiempo t+1 cuando un solo gen
es perturbado al tiempo t (Krawitz & Shmulevich 2007).

Esta forma de calcular S corresponde a determinar la estabilidad de la red ante perturbaciones
temporales. No obstante, también es posible determinar la estabilidad de la red en presencia de
perturbaciones permanentes tales como la sobre-estimulacion de un gen o su delecidn. Para esto
el valor de un nodo de la red gj, se fijo en gj = 0 para representar su inactivacion permanente y
oj = 1 en para representar su sobre-activacion permanente durante todo el tiempo, sin importar
el estado de sus reguladores. Definiendo Sj como la sensibilidad promedio cuando un nodo o es
permanentemente perturbado (ya sea por represion o sobre-estimulacion), y a So como la sensi-
bilidad promedio de la red sin perturbar. La diferencia entre ambas sensibilidades AS se define
como:

AS:SJ.—S0 (6.212)

Tabla 6.2 | Esquema de actualizacion semi-sincrono

Paso de actualizacion Actualizacion de nodos

t=1/9 {TNF, lnmrs}

t=2/9 {NF-kB, HMTs}

t=3/9 {p5LTR, p3LTR}

t=4/9 {RNAsgkbN, vsiRNA, vsaRNA, asRNA}

t=5/9 {HMTs, RNAss;kbN, RNAs2kbC, RNAsz;kbC, RNAsgkbC, asRNA}

t=6/9 {HMTs, p5LTR, p3LTR, RNAs2kbN, RNAs4kbC, Tat, Rev, Nef, Vpr, p24Gag}

t=7/9 {NF-kB, p5LTR, p3LTR, RNAsgkbN, vsiRNA, vsaRNA, RNAs2kbC, RNAs4kbC, RNAsgkbC, asRNA,
Tat, Vpr}

t=8/9 {NF-kB, HMTs, p5LTR, p3LTR, RNAsgkbN, vsiRNA, vsaRNA, RNAs4kbN, RNAs2kbC, RNAs4kbC,
RNAsgkbC, asRNA, Tat, Rev, Nef, Vpr, p24Gag}

t=1 {NF-kB, HMTs, p5LTR, p3LTR, RNAsgkbN, vsiRNA, vsaRNA, RNAs4kbN, RNAs2kbN, RNAs2kbC,

RNAs4kbC, RNAsgkbC, asRNA, Tat, Rev, Nef, Vpr, p24Gag}



Misma que proporciona una medida para determinar cuanto cambia la dinamica de la red en presencia
de una perturbacion fija. Esta medida también se ocupd para determinar la estabilidad de la dindmica
de la red en presencia de una perturbacion permanente de dos nodos oi y gj, ya sea para inhibirlos,
sobre-estimularlos o inhibir uno mientras se sobre-estimula el otro.

6.2.5. Probabilidad de activacion viral

Después de encontrar los atractores con los tres esquemas de actualizacion (sincrono, asincrono y se-
mi-sincrono), se clasifico a los atractores en funcion del valor del nodo correspondiente a p24Gag (i.e.
la salida de la red). Todos los atractores en los cuales se expresaba una proteina tardia como p24Gag
fueron considerados como atractores de activacion, porque la expresion de las proteinas tardias es el
paso previo a la produccion de nuevas particulas virales (Capitulo 2).En cambio, todos los atractores
que no presentaron expresion de p24Gag fueron clasificados como atractores de latencia. En base a
esta clasificacion, y considerando el hecho de que los esquemas de actualizacion son deterministas, se
definio la probabilidad de activacion del provirus W como el peso relativo del estado de activacion,
mismo que fue calculado sumando el tamaio de las cuencas de atraccion de todos los atractores de
activacion, y después se dividio entre la suma total de los estados de la red, en otras palabras:

W, =é§k;|3(ak ) (6.22)

Donde Q) = 2N eseltotal de estados de lared, y | B(ax)| es el tamafio de la cuenca de atraccion del k-ésimo
atractor. De igual forma, el peso relativo del estado de latencia Wz se calculd de la siguiente manera:

W, =1-W, (6.23)

Estas métricas se utilizaron para determinar cual de los dos estados operativos de la red (i.e. latencia o
activacion) esta mas favorecido por la dinamica.

6.3. Modelo continuo

6.3.1. Derivacion del modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias

En el modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs) se representaron los estados de los nodos de
la red como variables continuas {x, ...,x~}, las cuales satisfacen la ecuacion general de balance de masa
(Cuadro 6):

R I A 3t (6.24)

Donde Zk:"fu representa a la suma de todos los flujos que incrementan la cantidad de la variable x., por
otra parte el flujo 2.7, representa a la suma de todos los factores que reducen el valor de la variable ..
A continuacién se muestra la derivacion detallada de todas las ecuaciones diferenciales empleadas en
este modelo.
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Cuadro 6 | Modelos de ecuaciones diferenciales ordinarias

Los procesos continuos pue-
den aproximarse con una
serie de rectas tangentes.
La pendiente de cada curva
corresponde a una ecuacion
diferencial ordinaria (ODEs),
misma que se plantea suman-
do todos los factores del pro-
ceso que contribuyen a que
aumente la variable menos
la suma de todos los factores
que disminuyen el valor de la
variable. Los puntos donde
la pendiente de las curvas es
cero, se conocen como puntos
de equilibrio y corresponden a
los estados del sistema. Los
puntos de equilibrio pueden
mantener al sistema en valo-
res constantes a lo largo del
tiempo, es decir ser estables,
o pueden mantener al sistema
ahi por poco tiempo, es decir:
ser inestables.

—> /(=0

20~

L0=0

10

25

20

15

10

20~

IS T T T o S S S S S T Y A

Proceso sin modelar

' Modelacion matemética

Sistema de ecuaciones diferenciales

1, '(#) pendiente de la primera variable

——— /, () pendiente de la segunda variable

/()= incrementos enfl— decrementos enf]

1, ()= incrementos en £ - decrementos en £,

Representacion grafica de un modelo de ODEs

L ®=0 £ =0

Punto de equilibrio (E1)
Inestable: porque el sistema se aleja
de él alo largo del tiempo.

Punto de equilibrio (E2)
Estable: porque el sistema tiende a
estar aqui por tiempo indefinido.

20—
E1/
15+
| |
£ (\
10+
5 —
E2
. 1 1 1 1 1 J
00 5 10 15 20 25 30
70

Plano de fase
Representacion grafica de las variables del
sistema sin el componente temporal.

Representacion grafica de los estados de un modelo de ODEs

La grafica de las variables de un sistema de ecuaciones diferenciales sin la presencia del tiempo se conoce como espacio
de fase, y en ella emergen patrones caracteristicos que forman las trayectorias del sistema entorno a un punto de equi-
librio, a esto se le conoce como “retrato de fase".
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La transcripcion génica es un proceso complejo que requiere de la remodelacion de la cromatina, asi
como de la union de varios factores transcripcionales junto con la RNA polimerasa Il en la region pro-
motora. En el caso del VIH-1, la region 5'LTR tiene muchos sitios de union a factores transcripcionales
(Capitulo 2), sin embargo se ha visto que para que inicie la transcripcion Unicamente basta con que haya
suficiente NF-kB (Liu et al. 2014; Giorgetti et al. 2010; Fiume et al. 2012). Evidencia reciente ha mostrado
que solo se necesita una molécula de NF-kB para iniciar la transcripcion del provirus y se ha descartado
la existencia de cooperatividad (Giorgetti et al. 2010), en otras palabras:

NFKB*+RNAPT=>5'LTR*

Dentro de la maquinaria de remodelacion de la cromatina, el efecto de las HATs consiste en acetilar el
DNA con la finalidad de relajarlo para que se vuelva mas accesible a los factores transcripcionales, por
otra parte las HMTs metilan el DNA con la finalidad de que se compacte y se restrinja el acceso de los
factores transcripcionales al genoma (Groen & Morris 2013; Agbottah et al. 2006; Reuse et al. 2009). Con-
siderando estos datos, se puede suponer que las HATs incrementan la afinidad de NF-kB por el promotor
5'LTR, mientras que las HMTs la reducen. Por consiguiente:

Ky (1+k, [ HATs))
NFkB*+RNAP————=5'LTR*

kg 1+, [ HMTs])

En el promotor 5'LTR existe una region especial que al ser transcrita origina una estructura de RNA
llamada TAR (Capitulo 2). Esta horquilla de RNA se encuentra presente en todos los RNAs virales y es
el sitio de union de Tat, para inducir la hiperfosforilacion de la RNA polimerasa Il por parte de P-TEFb.
En consecuencia, Tat incrementa la transcripcion de los RNAs gendmicos de g kb (D'Orso et al. 2012).
Agregando este término el equilibrio queda de la siguiente manera:

ky (1+k, [ HATs)+k,,, [Tat])

NFxB*+RNAP + S'LTR*

kq(1+k,, [ IMTs])

Por otra parte, en el caso del promotor anti-sentido ubicado en la region nef-3'LTR se puede considerar
que:

ky (1, [HATs])
NFkB*+RNAP———3'LTR*

kg (14, [HMTs])

Por consiguiente, la actividad de ambos promotores puede modelarse usando una ecuacion de la
cinética de Michaelis-Menten como sigue:

Joimn = ky (14 ko, [HATS + kyyy [ Tat])[RNAP|[ NFxB] ~ k, (1+ k,,, [HMTs])[SLTR] (6.25)

Jyize =k, (1 k,, [HATS])[ RNAP][ NFxB] ~ k, (1+ k,, [ HMT5])[3LTR] (6.26)
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Si consideramos que la concentracion de la RNA polimerasa Il es constante en el interior de la célula, es
decir: [RNAP]r = [3LTR] + [SLTR] + [RNAP] entonces se pueden reescribir las ecuaciones 4.25y 4.26 de
la siguiente manera:

JSLTR:JI_JZ (6.27)

Jym =75, (628)

Donde: J, =k, (1+k, [HATs)+ k;; [Tat])([RNAP], ~[3LTR]~[SLTR])[NFxB] , J, =k, (1+k, [HMTs])[3LTR] , y para el p3'LTR:
Jy =k, (1+k, [HATs])([RNAP], - [3LTR]~[SLTR])[NFxB] Y J,=k,(1+k, [HMTs])[3LTR] -

Una vez que el 5'LTR promotor esta activo y hay niveles suficientes de Tat, se puede llevar acabo la trans-
cripcion de los RNAs genomicos de g kb con una tasa de sintesis ai. Los RNAs gendmicos pueden ser
editados a su forma intermedia de 4 kb con una tasa s;, también pueden exportarse al citoplasma de
forma basal T o por la actividad de Rev krre (Saurya et al. 2005). Finalmente la concentracion de los RNAs
genomicos de g kb puede disminuir por su degradacion 6. en el interior de la célula. Por consiguiente, la
ecuacion de balance de masa para los RNAs gendmicos de g kb en el interior de la célula esta dada por:

oy =Js =Jo=J7 = Js (629)
Donde: J, =a[SLTR], J;=(7+ky [Rev])[RNAKDN], J; =5,[RNAIKBN] y J, =5, RNAIKDN] .

Ademas del RNA gendmico, el promotor 5'LTR también produce RNAs truncos con una velocidad az, que
son procesados a RNAs pequefios. Varios de ellos pueden reprimir las funciones celulares al igual que
a los RNAs virales en el citoplasma (Schopman et al. 2012; Nathans et al. 2009; Bennasser et al. 2005).
Recientemente se ha mostrado que Tat es capaz de interferir con la sintesis de los RNAs virales pequefios
mientras induce la replicacion viral (Ponia et al. 2013). Esta represion se lleva a cabo con una velocidad ra.
En términos matematicos se puede representar la sintesis de los RNAs virales pequefios de interferencia
como:

vaiRNA =Jy—Jy (630)
Donde: Jy=a, [SLTR] Yy i =(§2+1‘1[Tat])[vsiRNA] .
Recientemente se ha reportado un nuevo tipo de RNA viral pequeno derivado del gen pol el cual es

capaz de activar la transcripcion viral (Zhang et al. 2014). Su concentracién depende exclusivamente
de su sintesis a partir del promotor 5'LTR y de su degradacion. En otras palabras:

vaaRNA =Jn—Jn (631)

Donde: J,, =a[SLTR] y J,, =6, [vsaRNA]
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Por otra parte, el promotor anti-sentido 3'LTR controla la transcripcion de un RNA viral largo y anti-sentido
(asRNA), el cual posiciona a las HMTs en las region 5'LTR del provirus, para inducir la represion del provirus
(Saayman et al. 2014). A nivel fisioldgico, este tipo de RNAs son el blanco de RNAs pequefios activadores,
los cuales forman se les unen para inducir su degradacion, induciendo la expresion génica (Schwartz et al.
2008). En el genoma del VIH-1 existen los componentes basicos de este mecanismo: un asRNA y un RNA
viral pequenoy activador (vsaRNA) (Zhang et al. 2014), lo cual sugiere que este mecanismo puede darse en
el contexto de la regulacion génica del provirus. La concentracion del asRNA depende de su sintesis as, de
su degradacion &, al igual que de la represion producida por el vsaRNA dada a una tasa r.. Es decir:

stNA =J3=Jy (632)

a

Donde J,,=a,[3LTR] y J,, =(8,+7,[vsaRNA])[asRNA].

Cuando los RNAs gendmicos de g kb son totalmente transcritos éstos son parcialmente editados en
formas de 4 kb a una velocidad s, y totalmente editados en formas de 2 kb a una velocidad s> (Jacquenet
et al. 2005). Los RNAs nucleares de 4 kb también pueden ser transportados al citoplasma de forma basal
(a unatasa 1) o por la interaccion de su RRE (elemento responsivo de Rev) con Rev a una velocidad (keee).
Estos RNAs también pueden ser degradados con una tasa &s. Por consiguiente, la variacion en el tiempo
de la concentracion de los RNAs de 4 kb en el nucleo esta dada por:

Jawn =Js—=Jis=Jis =)y (633)
Donde J,, =(r+kRRE[Rev])[RNA4kbN], Jis = O [RNA4KDN] 'y J,, =, RNA4KBN].

Por otra parte, los RNAs totalmente editados de 2 kb son capaces de abandonar el nucleo sin la
necesidad de ser transportados por Rev y lo hacen a una velocidad kexp. En el nucleo estos RNAs
también son degradados a una velocidad &6. Por consiguiente la ecuacion que describe la variacion
en su concentracion en el tiempo esta dada por:

jZkbN :J17_J18_J19 (634)

Donde Jys =k, [RNA2kbN] 'y J,, = 6, [ RNA2kbN] .

Una vez que estan en el citoplasma, los RNAs virales de 2, 4 y 9 kb pueden ser silenciados por el complejo
RISC usando a los vsiRNA (Ponia et al. 2013; Nathans et al. 2009) con una tasa r3, independientemente
de su tasa de degradacion natural &7. Entonces, las ecuaciones correspondientes a estos RNAs en el cito-
plasma estan dadas por:

Jowe =i =J0 = I (635)

Donde J,,=6,[RNA2kbC] 'y J,, = r,[vsiRNA][RNA2KkbN].
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J4kbC =Jis=Jp—Jn (336)

Donde Js; =8 [RNA4KDC] y J,, = 1, [vsiRNA][ RNA4KDN],

JkaC:J6_J24_J25 (337)
Donde J,, =4, [RNA9kbC] y Jys =1 [vsiRNA][RNA9kbN] i

Con los RNAs virales en el citoplasma se favorece la sintesis de las proteinas virales. Las primeras en
aparecer son las proteinas tempranas: Tat, Rev, Nef y Vpr (Capitulo 2), mismas que dependen de los
RNAs totalmente editados de 2 kb (Jacquenet et al. 2005). Por otra parte, los RNAs de 4 kb también
codifican a Tat y Vpr (Jacquenet et al. 2005), lo cual favorece el incremento en estas proteinas una vez
que inicia la replicacidn viral. Considerando estos datos, la ecuacion de balance de masa que describe
la variacion en el tiempo de la concentracion de Tat esta dada por:

ra =S+ =g (338)
Donde J,, a[RNA kbC], J,, =a,[RNA4KDC] Y J,, =8,[Tat].

De igual forma la ecuacion que modela la concentracion de Rev esta dada por:

iew =29 =g (3:39)
Donde J,, =a,[RNA2kbC] Y J,, =6, [Rev].
Andlogamente para Nef se tiene que:
T =3~ (3.40)
Donde J;, =a,[RNA2kbC] 'y Jy, =5, [ Nef].
Y para Vpr se tiene que:
Ty =Ts3 + 3= 5 (3.41)

Con J,, =a,[RNA2kDC], J,, = ay, [RNA4KDC] y Jo5 =8, [Vpr].



Por ultimo, cuando el ciclo de replicacion avanza e inicia la fase final, las proteinas tardias son expre-
sadas, dentro de las cuales esta p24Gag. En este modelo se utilizé a p24Gag como una salida, porque
es la proteina viral mas abundante (Jacquenet et al. 2005). Para modelar la variacion en el tiempo de la
concentracion de esta proteina se tiene que:

JP24Gag = J36 - J37 (642)
Donde J, =a,[RNAYBC] y Jy, =6,,[ p24Gag] .

Como todos los virus, el VIH-1 es capaz de modular al hospedero para sacar provecho de él. Dentro de
las principales proteinas manipuladas esta NF-kB, mismo que en condiciones normales es activado
por TNF en un contexto inflamatorio. Sin embargo, las proteinas virales Tat, Nef y Vpr son capaces de
elevar artificialmente los niveles de NF-kB aun sin la sefializacion de TNF (Varin et al. 2003; Fiume et al.
2012; Varin et al. 2005), con la finalidad de potenciar la transcripcion del genoma viral. Considerando
estos datos, la expresion que modela la variacion en el tiempo de la concentracion de NF-kB disponi-
ble esta dada por:

JNFKB =Jy—Jy (643)

Donde Jy, =k ([NF«B], ~[NFxB])(k,[INF]+k,[Tat]+ k, [Nef ]+ k, [Vpr]) Y Js =k, [NFxB] .
Ademas se considerd que la concentracion total de NF-kB en el interior de la célula es constante, es decir:
[NFxB]r = [NFxB] + [NFxB*.

Otros componentes intracelulares importantes que se ven manipulados por el VIH-1 son las HMTs y
las HATs. Por su parte, Tat (Agbottah et al. 2006) y Vpr (Felzien et al. 1998) reclutan a las HATs en el
promotor 5'LTR y en lo concerniente a las HMTs, los asRNAs los reclutan en el promotor 5'LTR para
cerrarlo (Saayman et al. 2014). Por consiguiente, las ecuaciones para estos factores de remodelacion
de la cromatina estan dadas por:

jHATs =Juw—Ju (644)

Donde Jy, =k ([HATs], ~[HATS]) (1,15, + ks [Tat]+ k; [Vpr]) 'y Ju =k s[HATs]

Al igual que con NF-xB, aqui también se considero que la concentracion total de las HATs en el interior
de la célula es constante, es decir: [HAT3]r = [HATs] + [HAT*)(la concentracion total de las HATs es igual
a la suma de las HATs activas mas las HATs inactivas). Finalmente:

jHMTs =Jp =i (645)
Donde J,, =k ([HMTs], ~[HMTs])(1,, +k, [asRNA]) 'y Jo =k [HMTs],

Aligual que con las HATs aqui también se hizo la suposicion de que la concentracion total de las HMTs es
constante en el interior de la célula, es decir: [HMT5|r = [HMT3) + [HMT5*.
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Las entradas de la red TNF, IHaTs e InmTs fueron modeladas con una funcidn de pulso cuadrado como se

muestra a continuacion:

1, teT

> 1

1, teT,
IHATS([)z{O teYz‘
> 2

1, teT,

> 3

(6.46)

(6.47)

(6.48)

Donde 71 = [25,80]U[525,530]U[825,830], 7> = [10,50]U[170,200]U[470,500], 73 = [57,187]U[507,577]
U[707,7771U[957,1000]. Nota: el valor de las condiciones iniciales en todas las simulaciones fue cero para
todas las variables del Sistema. En la Tabla 6.3 se muestran los valores del conjunto de parametros de las
ecuaciones del modelo continuo.

Tabla 6.3 | Parametros del modelo continuo

Simbolo Valor numérico
ks 0.1 min-1

ke 2U.a.C.-1

ks 2U.a.C.-1
ks 0.2 min-1

ks 0.1min-1

ks 0.6u.a.c.-1
ks 0.1 min-1

ko 1U.a.C.-1

ks 0.1min-1

k2 2U.a.C.-1

ks 2U.a.C.-1

ks 2U.a.C.-1

k- 0.3 min-1

ko 0.102 mMin-1
kac 29.4U.a.C.-1

Significado bioldgico

Tasa de activacion de las HATs

Tasa de activacion de las HATs por la accion de Tat
Tasa de activacion de las HATs por la accion de Vpr
Tasa de inactivacion de las HATs

Tasa de activacion de las HMTs

Tasa de activacion de las HMTs por el asRNA

Tasa de desactivacion de las HMTs

Tasa de activacion de la via de NF-kB por TNF
Tasa de liberacion (activacion) de NF-kB

Tasa de activacion de NF-«kB dependiente de Tat
Tasa de activacion de NF-«kB dependiente de Nef
Tasa de activacion de NF-kB dependiente de Vpr
Tasa de inhibicion de NF-kB

Tasa de apertura del promotor LTR

Tasa de acetilacion del promotor LTR

*y.a.c. = unidades arbitrarias de concentracion

Referencia

[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
(Saayman et al. 2014)
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
(Westendorp et al. 1995)
(Varin et al. 2003)

(Felzien et al. 1998)
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]

[Estimado para este trabajo]
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Tabla 6.3 | Parametros del modelo continuo (Continuacion)

Simbolo
krar
kd
Kime
ax
Sa
S2

T
kree
61
a=
6>
r
as
&
8s
Kexp
86
I3
&7
&s
89
a,
r
S,

as

Valor numérico
147 U.a.C.-1

0.2 min-1

100 U.a.C.-1

2 min-1

0.59 min-1

0.4 min-1
0.1min-1

0.1 (u.a.c.*min)-1
0.01min-1
0.1min-1

0.3 min-1

10 (U.a.c.*min) -1
0.05 mMin-1

0.3 min-1
0.1min-1

0.5 mMin-1
0.01min-1

2 (U.a.c.*min)-1
0.1min-1

0.5 min-1

0.5 min-1

3 min-1

2 (u.a.c.*min) -1
0.5 min-1

0.2 min-1
0.1min-1

0.1 min-1

0.5 min-1
0.1min-1

2 min-1
0.1min-1

0.2 min-1

0.1 min-1
0.1min-1

10 min-1

0.5 min-1

Significado bioldgico

Tasa de transactivacion mediada por la interaccion Tat-TAR

Tasa de cierre del promotor LTR

Tasa de metilacion del promotor LTR

Tasa de sintesis de RNA viral

Tasa de splicing de RNAs de g kb a RNAs de 4 kb

Tasa de splicing de RNAs de 4 kb a RNAs de 2 kb

Tasa de transporte de RNA independiente de Rev

Tasa de transporte de RNA dependiente de Rev
Degradacion de RNA en el nucleo

Tasa de sintesis del vsiRNA

Tasa de mediada por vsiRNA

Tasa de represion mediada por Tat

Tasa de sintesis del vsaRNA

Tasa de degradacion del vsaRNA

Tasa de degradacion de los RNAs de 4 kb nucleares
Tasa de transporte del RNA al citoplasma

Tasa de degradacion de los RNAs de 2 kb nucleares
Tasa de inhibicion mediada por los vsiRNA

Tasa de degradacion de los RNAs de 2 kb citoplasmicos
Tasa de degradacion de los RNAs de 4 kb citoplasmicos
Tasa de degradacion de los RNAs de g kb citoplasmicos
Tasa de sintesis del asRNA

Tasa de inhibicion mediada por el vsaRNA

Tasa de degradacion del asRNA

Tasa de sintesis de Tat dependiente de los RNAs de 2 kb
Tasa de sintesis de Tat dependiente de los RNAs de 4 kb
Tasa de degradacion de Tat

Tasa de sintesis de Rev dependiente de los RNAs de 2 kb
Tasa de degradacion de Rev

Tasa de sintesis de Nef dependiente de los RNAs de 2 kb
Tasa de degradacion de Nef

Tasa de sintesis de Vpr dependiente de los RNAs de 2 kb
Tasa de sintesis de Vpr dependiente de los RNAs de 4 kb
Tasa de degradacion de Vpr

Tasa de sintesis de p24 dependiente de los RNAs de g kb
Tasa de degradacion de p24Gag

*y.a.c. = unidades arbitrarias de concentracion

Referencia

(Feinberg et al. 1991)
[Estimado para este trabajo]
(du Chéné et al. 2007)
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
(Desfosses et al. 2005)
[Estimado para este trabajo]
(Kubota et al. 1996)
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
[Estimado para este trabajo]
(Kewalramani et al. 1996)
[Estimado para este trabajo]
(Coffin et al. 1997)
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Cuadro 7| Analisis de modelos de ecuaciones diferenciales ordinarias

De forma grafica es muy facil
saber si un equilibrio de un sis-
tema es estable o inestable,
sin embargo a veces es impo-
sible resolver directamente
las ecuaciones y se tiene que
hacer analisis cualitativo de
las mismas, a fin de conocer
sus propiedades topoldgicas.
Cuando esto sucece, es nece-
sario calcular los eigenvalores
del sistema, ya que estos nos
dan informacion de cdmo se
comportan las trayectorias

alrededor de los equilibrios del sistema. Los eigen-

— > (=0

L®=0

£(0)=0 £ =0

20

S vt e . o e e e e o L . . . . )

Punto de equilibrio (E1)
Inestable: porque el sistema se aleja
de él a lo largo del tiempo.

Punto de equilibrio (E2)
Estable: porque el sistema tiende a
estar aqui por tiempo indefinido.

FA0)
Plano de fase
Representacion grafica de las variables del
sistema sin el componente temporal.

Retrato de fase de un sistema de ODEs

valores tienen una parte real (Re) y una parte imagi- Re(ni) | Im(L) | Nombre Estabilidad
naria (Im), por regla general si la parte real es nega- (-) (0) | Nodo estable/atractor | Estable
tiva, el equilibrio al que pertenecen los eigenvalores (+) (0) | Nodo inestablejrepulsor | Inestable
es estable. Caso contrario si la parte real es positiva. /1 (0) |Pontosila - stable
Aligual que enlos modelos booleanos, si se perturba :
. . , , (-) (+/-) | Espiral estable Estable
un sistema (variando uno o mas parametros), puede —
ser que el retrato de fase del sistema cambie radical- (+) | (+/-) |Espiralinestable Inestable
mente. Este tipo de cambios derivados de la varia- (0) [ (+#7-) | Centro, drbita Estable
cion de un parametro se conocen como Estabilidad seqgun los eigenvalores
“bifurcaciones”.
20 20
15 l 15 E1/
E1 L
Ay > . — f ’(X, t; a) L \
10+ ! 10
51 51
E2
o 1 1 1 1 1 J o 1 1 1 1 1 J
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
U] U]

Representacion grafica del efecto de la variacion de los parametros

Si un sistema mantiene su dinamica a pesar de las variaciones en sus parametros, podemos decir que el sistema es
“robusto” e insensible a perturbaciones (tal como ocurre con el estado critico de los modelo booleanos).
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6.3.2. Analisis de estabilidad

Considere un sistema de n variables independientes en el cual un estado del sistema al tiempo t esta
determinado por un conjunto de variables {xa(?), x2(?),..., xx(£)}. El sistema se escribe en términos de
ecuaciones diferenciales no-lineales x(#)= fi(xn(#), x2(2),..., xx(2)), /=1, 2,..., n, sujeto a la condicion inicial
{x4(0), x5(0),..., x2(0) }. El conjunto de variables {xi(#), x2(?),..., xx(£)} define el especio de fase del siste-
ma dindmico en el cual el movimiento del sistema ocurre. Conforme avanza el tiempo, el punto x(#)=
(xn(2), x2(2),..., xx(£)) se mueve a lo largo del especio de fase y define una curva o trayectoria del sistema
para cada condicion inicial. El objetivo es analizar la dinamica del sistema con la finalidad de conocer el
conjunto de trayectorias del sistema en el espacio de fase (i.e. el retrato de fase), y determinar el com-
portamiento de tales trayectorias en la vecindad del punto de equilibrio (punto fijo) del sistema dinamico.

Por definicion, los puntos de equilibrio son aquellos en los cuales las derivadas se convierten en cero. Si
las fluctuaciones dxa(#), 6x2(2),..., dxx(#) perturban el punto fijo x; el sistema se desplaza a un nuevo es-
tado 6x(#)= (xi(9) + dxa(9), x5(2) + dx2(2),..., x4(2) + dxn(#)), y la trayectoria que emerge de este punto del
espacio de fase puede acercarse al equilibrio original o bien puede divergir de él. Si |a trayectoria tiende
a acercarse asintoticamente al punto fijo, entonces x es estable, por consiguiente es un atractor. Si las
trayectorias divergen, entonces x es inestable y por tanto un repulsor (Cuadro 7). El comportamiento di-
namico de las fluctuaciones determina la estabilidad del sistema, y es fundamental establecer una forma
de analizar la evolucion de las fluctuaciones a lo largo del tiempo. A fin de lograr este objetivo, es nece-
sario suponer que el comportamiento de las fluctuaciones en la vecindad de los puntos fijos es lineal, es
decir: los términos no-lineales pueden ser despreciados, para obtener la matriz Jacobiana del sistema
linealizado como sigue:

9N o

J(x0)=| o (6.49)
%, v,
L. &

n

La evolucion de las trayectorias en el especio de fase es dada por cada una de las n raices de la ecuacion
caracteristica de la matriz Jacobiana: det(J(x’)-Al) = 0, donde A es el nUmero a ser determinado e | es
la matriz identidad. La ecuacion caracteristica tiene n raices, o también conocidas como eigenvalores,
mismos que pueden ser reales, imaginarios o complejos. Para el caso general de un sistema dinamico
n-dimensional hay n eigenvalores, y si la componente real de los eigenvalores es negativa, i.e. Re(A)<0,
el punto fijo es un nodo estable. Si por el contrario Re(A)>0, entonces el punto fijo es inestable. Si existe
una combinacion de partes reales positivas y negativas en los eigenvalores, entonces el punto de equi-
librio es un punto silla por definicion. El calculo numérico de este procedimiento se realizé en MATLAB
version 2014b con la siguiente secuencia de pasos: 1) resolver las ecuaciones diferenciales para hallar sus
puntos de equilibrio, 2) evaluar la matriz Jacobiana del sistema con cada punto de equilibrio encontrado,
3) realizar el calculo de los eigenvelores a partir de solucionar el polinomio caracteristico en un punto de
equilibrio especifico.
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6.3.3. Analisis de bifurcacion

Este analisis se realizé variando cada uno de los parametros del sistema de ecuaciones diferenciales
ordinarias. Se hizo hincapié en la constante de disociacion de NF-kB, las constantes de asociacion
y disociacion de las proteinas virales, al igual que la constante de degradacion de los RNAs y de las
proteinas virales. Entonces, cada parametro se vario tres 6rdenes de magnitud hacia arriba y hacia
abajo. Se uso MATLAB version 2014b para calcular el cambio en la estabilidad de los puntos de equi-
librio del sistema junto con su respectiva estabilidad.

6.3.4. Analisis de sensibilidad global

La sensibilidad del modelo de ecuaciones diferenciales ante perturbaciones aleatorias se evalué creando
una distribucion normal a partir de los valores de referencia de cada parametro mostrado en la Tabla
6.3 los cuales fueron tomados como la media, y a cada distribucion se le asigno el 20% como desviacion
estandar. Posteriormente se hizo un muestreo aleatorio de cada distribucion para obtener conjuntos de
parametros, con los cuales se usaron para resolver las ecuaciones del modelo durante 1,500 unidades de
tiempo. Después de 10,000 iteraciones de este proceso, se utilizo la concentracion de p24Gag para ob-
servar la respuesta del sistema ante las variaciones de sus parametros. En todas las simulaciones se uso
TNF(#) = 0, Inats (2) = 0y Inmts (£) = 0.

6.3.5. Simulacion de mutantes y tratamientos

El comportamiento de los provirus mutantes durante la condensacion de los nucleosomas virales y la
activacion de las células T fue modelado de la siguiente manera: en el provirus mutante se redujo 10
veces el valor de la tasa splicing s» del RNA viral de 4 kb en el nidcleo. La condensacion nucleosomal
se modeld usando pulsos cuadrados de IumTs, la activacion de las células T también se modeld incre-
mentando el valor de la tasa de activacion de NF-kB ki. Los efectos temporales de los tratamientos
con inhibidores de las histona-deacetilasas (HDACis), los agonistas de PKC, los liberadores de P-TEFb,
los inhibidores de las histona-metiltransferasas (HMTis), los micro-RNAs antagonistas (Antagomirs)
fueron simulados de la siguiente manera: el aumento en la acetilacion debido a la actividad de los
HDACis se simuld incrementando 2 veces el valor de la tasa de actividad de las HATs ks. El incremento
en los niveles de NF-kB en su forma activa por causa de los agonistas de PKC (Mehla et al. 2010) se
simuld incrementando la tasa de activacion de NF-kB, ki. Se sabe que los liberadores de P-TEFb como
el compuesto JQz1, potencian la funcidn de Tat para secuestrar a P-TEFb y activan al provirus (Li et al.
2013), considerando estos datos los farmacos liberadores de P-TEFb fueron modelados incremen-
tando el parametro asociado a la actividad de Tat as. El efecto de los HMTis y de los Antagomirs fue
modelado reduciendo 2 veces el valor de referencia de los parametros de activacion de las HMTs ks
y de la sintesis de los RNAs virales no codificantes (vncRNAs), es decir: vsiRNA (a:) y asRNA (as). Los
provirus mutantes tratados con HDACis fueron simulados de la siguiente manera: la sobre estimula-
cion farmacoldgica dada por los HDACis se realizé incrementando 2 veces el valor del parametro de
activacion de las HATs ks, la delecion de los genes de tat, nef y vpr se modeld fijando en cero el valor
de los parametros de sintesis de Tat (as y as), Nef (as) y Vpr (a9 y a10). La inhibicion de los vncRNAs se
modeld reduciendo 2, 20y 200 veces el valor de la sintesis de vsiRNA (a2) y asRNA (as).
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Para medir el impacto de las mutaciones y de los tratamientos farmacoldgicos sobre la expresion
de p24Gag se empled un razonamiento parecido al presentado en la ecuacidn 6.21. Sin embargo en
esta ocasion se estudio la diferencia entre los niveles de expresion de p24Gag para cada perturba-
cion Ejversus los niveles de p24Gag que expresa el provirus sin ser perturbado Eo. En otras palabras:

AE=E,~E, (6.50)

6.4. Validacion de los modelos

La compatibilidad de los modelos discreto y continuo para reproducir el comportamiento del provirus
fue cualitativamente evaluada mediante la comparacion de los estados dinamicos de cada modelo conla
dinamica de la expresion génica del provirus reportada in vitro. Para realizar esto, primero se calcularon
los atractores del modelo discreto y los puntos de equilibrio del modelo continuo de la red de expresion
génica del provirus para cuando ésta no tenia perturbaciones (i.e. tipo silvestre) y para cuando esta pre-
sentaba deleciones en los genes de tat, rev, nef, vpr, en los sitios de splicing y en el promotor 5'LTR, es
decir: p5’LTR(¢) = 0, Tat(£) = 0, Vpr(z) = 0, Rev(#) = 0, Nef(#) = 0 y RNA4kbN(#) = 0. Después, los atractores
y puntos de equilibrio se clasificaron de acuerdo con el nivel de expresion de p24Gag. Aquellos atractores
y puntos de equilibrio que expresaban a p24Gag eran correspondientes al estado de activacion viral, y en
los que no habia expresion de p24Gag eran correspondientes al estado de latencia. Posteriormente fue-
ron comparados con los resultados reportados en observaciones in vitro de provirus tipo silvestre, provi-
rus con promotores p'sLTR deficientes (Ho et al. 2013), deleciones en tat (Verhoef & Berkhout 1999), vpr
(Rucker et al. 2004), revy nef (Churchill et al. 2007), al igual que deleciones en los sitios de splicing (Purcell
& Martin 1993).

Una vez que la compatibilidad entre ambos modelos fue probada, el modelo discreto fue cualita-
tivamente validado mediante la comparacion del tamano relativo del estado de activacion (Won)
de las perturbaciones de los nodos HATs(#) = 1, Tat(#) = 1, vsaRNA(#) = 1 y las combinaciones
(NFkB(#) = 1,HATs(¢) = 1), (NFkB(#) = 1,HMTs(¢) = 0), contra sus respectivos equivalentes in vitro,
las cuales son: tratamientos con HDACis (Cillo et al. 2014), liberadores de P-TEFb (Li et al. 2013),
el uso de Antagomirs (Zhang et al. 2014), combinaciones de Briostatina con liberadores de P-TE-
Fb (Laird et al. 2015) y combinaciones de Briostatina con HMTis (Bouchat et al. 2012).El modelo
continuo fue validado mediante la comparacion de los niveles de los RNAs gendmicos del provirus
obtenidos in silico contra los datos ex vivo obtenidos por (Laird et al. 2015). Para realizar esto, se
normalizaron los niveles de p24Gag obtenidos con las ecuaciones diferenciales del modelo para
hacer un analisis de regresion lineal junto con una prueba de correlacion de Pearson con un nivel
de significancia del 5% (a = 0.05).

59






Capitulo 7

Resultados

L |



7.1. Validacion de los modelos

El primer resultado interesante que se encontrd, fue la compatibilidad del modelo booleano con el
modelo continuo para reproducir el comportamiento general de la dinamica del provirus (Figura 7.1A),
ya que cuando ambos modelos predicen que el virus entra en latencia o en activacion, asi ocurre segun
lo reportado in vitro. Por su parte, el modelo discreto mostrd que sus tres esquemas de actualizacion
eran capaces de capturar cualitativamente el comportamiento del provirus in vitro (Figura 7.1B). Por
otro lado, el modelo continuo mostré que existe una correlacién positiva y significativa (R* = 0.9426
con p < 0.05) entre los datos obtenidos a partir de las simulaciones y los datos ex vivo (Laird et al. 2015)
(Figura 7.12C). Lo cual indica que el modelo continuo es capaz de predecir las variaciones en la concen-
tracion de los componentes de la red de expresion génica del provirus.

A B

Boolean ODEs In vitro

e
o [
e [ B
™
o [

Sync  Semi Asyn Invitro

WT 017 191 17.2 0 No stimulation
HATs(+) 017 191 172 0 HDACis

Tat (+) P-TEFb releasers
NFxB (+), Tat (+) Bryostatin + P-TEFb rel

, NFkB (+), HMTs (-) Bryostatin + HMTis
ApSLTR --- vsaRNA (+) m 191 172 Antagomir

Mutated Splicing sites ---
No changes

I Latency and activation states [ Activation increase
Il Only latency state

N
wn

y=0.7011x +0.3934

HIV-1 mRNA fold induction R*=0.9426

2
Perturbation In silico Ex vivo
WT | No stimulation 1 1
NFkB (+) | Bryostatin 13 15 15
HATs (+) | Panobinostat 0.8 09
Tat (+) | JQ1 25 2.1

HIV—1 mRNA fold induction ex vivo

0.5 1 1.5 2 25
HIV—1 mRNA fold induction in silico

Figura 7.1 |Validacion de los modelos matematicos de la red del VIH-1

A) Comparacion cualitativa entre los atractores del modelo discreto, los puntos de equilibrio del modelo continuo y el comportamiento del
provirus observado in vitro. Ambos modelos matematicos presentan activacion y latencia para los provirus WT, y para las deleciones de vpr
(RUcker et al. 2004), rev y nef (Churchill et al. 2007). Por el contrario muestran silenciamiento total de la expresion génica del provirus para
las deleciones del p5'LTR (Ho et al. 2013), tat (Verhoef & Berkhout 1999) y los sitios de splicing (Purcell & Martin 1993). B) Comparacion de la
probabilidad de reactivacion obtenida (Won) con los tres esquemas de actualizacion del modelo discreto: sincrono, semi-sincrono y asincrono
contra el comportamiento reportado del provirus in vitro. En la columna de observaciones in vitro, el simbolo “+” representa “aumento en la
expresion del provirus” y “0" representa: “sin cambios”. Los datos de los HDACis fueron obtenidos de (Cillo et al. 2014), liberadores de P-TEFb
de (Li et al. 2013), el uso de Antagomirs de (Y. Zhang et al. 2014), la combinacion de briostatina con liberadores de P-TEFb de (Laird et al. 2015)
y la combinacion de briostatina con HMTis de (Bouchat et al. 2012). C) Comparacion de los niveles de RNA sin editar (9 kb) obtenidos con el
modelo continuo contra datos obtenidos de pacientes con VIH-1 tratados con briostatina (Bullen et al. 2014), panobinostat (Laird et al. 2015) y
JQa (Laird et al. 2015). La correlacion de Pearson entre ambos conjuntos de datos fue lineal y positiva, p = 0.0291, r(3) = 0.9708, lo cual muestra
la validez del modelo. El error estandar asociado fue de 0.1613.
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Tabla 7.1 | Atractores del modelo discreto

Nodo
TNF
IHATs
IHMTs
NF-«xB
HATs
HMTs
p5'LTR
p3'LTR
RNAgkbN
vsiRNA
vsaRNA
RNA4kbN
RNA2kbN
RNA2kbC
RNA4kbC
RNAgkbC
asRNA
Tat
Rev
Nef
Vpr

OO O 0O O 0O OO0 O 0O 0 0 0 0 0 o0 o0 o0 o0 o o o o
O O O O 0O 0O 0 O O R R R R R R RB OO R OO R
O O 0O O 0O 0O 0 O 0O 0 0 0 0O 0 o0 0 0 R OO R O
©O O O O O O O O R R R R R R R OR R OR PR
©O O 0O O O 0O 0 0O 0O 0 o0 0 0 0 O kR OO R, o o
O O O O O 0O 0 O 0O 0 0 O 0 0 O O R O R R O K-
O O O O O O 0 O 0O 0 0 0 0O 0 O O R R O R R O
O O O O O 0O 0 O O O O O O 0 O O R R, R, R R R,
B R R R R O R R R R R R O R R R O R R O OO
R R R R O R R R R R R O R R R O R R OO R
R R R R O R R R R R R O R R R O R RO RO

0 0 1 1

Atractores de latencia Atractores de activacion

p24Gag

7.2. La activacion de las células T no basta para inducir la expresion del

provirus

Razooky y colegas encontraron evidencia que sugiere que la latencia del provirus esta regulada principal-
mente por la transactivacion del promotor 5'LTR mediada por Tat en vez de la activacion inmunoldgica de
las células T como se pensaba anteriormente, lo cual implica que la latencia viral es un proceso reqgulado
de forma auténoma por virus (Razooky et al. 2015). A la luz de este hallazgo se decidié investigar cdmo se
modificaria la dinamica de la expresion génica del provirus si se consideran los reguladores epigenéticos.
Para responder esta interrogante se analizaron los atractores del modelo booleano asi como sus cuencas
de atraccion en presencia de reguladores de la remodelacion de la cromatina como las HATs y las HMTs. De
igual forma se analizaron los atractores en presencia de TNF con la finalidad de observar si el efecto de la
inmuno-estimulacion seria capaz de modificar la dindmica de la red booleana. Usando los tres esquemas de
actualizacion (sincrono, semi-sincrono y asincrono) se encontraron 12 atractores puntuales idénticos. Mis-
mos que se clasificaron en dos grupos: 1) atractores que producen proteinas tardias como p24Gag (atracto-
res de activacion); y 2) atractores que carecen de expresion de proteinas (atractores de latencia) (Tabla 7.1).
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Figura 7.2 | La expresion del provirus es inhibida por los vncRNAs y reactivada por Tat

A) Peso relativo porcentual del estado de activacion (#on) obtenido con los tres esquemas de actualizacion del modelo discreto
(sincrono, semi-sincrono y asincrono). En todos los casos se observa que después de la integracion del provirus en el genoma del
hospedero, la latencia es el estado mas favorecido por la dinamica. B) Interseccion de todas las trayectorias de activacion del
provirus en los tres esquemas de actualizacion. Este resultado indica que para que el provirus se reactive, obligatoriamente tiene
que estar activo el promotor 5'LTR, deben haber niveles suficientes de NF-«kB y Tat. De igual forma no deben estar presentes los
vncRNAs (i.e. asRNA y vsiRNA) ni las HMTs. C) Calculo del mapeo de Derrida, el cual indica que la red del provirus opera en el
punto critico. Estos datos obtenidos con el modelo discreto sugieren que Tat y los vncRNAs son los principales reguladores de la
latencia codificados por el provirus.

Se encontrod que los atractores de activacion podian ser alcanzados con o sin estimulacion de las HATs
y de TNF (Tabla 7.1), lo cual es congruente con reportes previos en los que se observa que el provirus es
capaz de expresar sus proteinas en células T CD4+ quiescentes (Razooky et al. 2015). No obstante, esta
dindmica se bloquea en caso de encontrarse activas las HMTs (Tabla 7.1). Por otra parte, el tamafo de
las cuencas de atraccion de los atractores de latencia y activacion permitio determinar cualitativamen-
te qué tan probables son los estados de activacion (Won) y de latencia (Wog). Se encontrd que Won es
siempre mas pequeio que Wog (Figura 7.1A) incluso cuando las senales de activacion transcripcional
como NF-kB o las HATs estan activadas. Estos resultados sugieren que aun en un contexto de acti-
vacion de las células T CD4+, el provirus puede permanecer latente debido al caracter auténomo de
su dinamica, misma que esta limitada Unicamente por el silenciamiento epigenético mediado por las
HMTs.
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7.3. Los vncRNAs son esenciales para reqular la latencia

Reportes recientes indican que Tat es el Unico regulador codificado en el genoma del VIH-1, siendo
fundamental para brindarle a la latencia un caracter auténomo de la regulacion celular (Razooky et
al. 2015; Weinberger et al. 2005). Sin embargo, también se han encontrado otras moléculas codifi-
cadas por el virus que son capaces de regular la expresidn de su genoma, por ejemplo existe un RNA
pequefio que es capaz de activar la transcripcion viral (Zhang et al. 2014). Ademas, también existen
otros reguladores codificados por VIH-1 como los vncRNAs que directamente reprimen la expresion
génica del provirus (Saayman et al. 2014; Groen & Morris 2013; Suzuki et al. 2015). Por consiguiente
es importante determinar si realmente los otros reguladores virales como los vncRNAs son impor-
tantes para la requlacidn de la dinamica del virus o no. Para responder esta interrogante, se busca-
ron los estados comunes que existen en las cuencas de atraccion del estado de activacion obtenidas
con los tres esquemas de actualizacion (Figura 7.2B). El objetivo de este calculo fue determinar cua-
les son los requerimientos obligatorios que se deben cumplir para que el provirus se active. En con-
cordancia con varios reportes experimentales previos, se encontrd que el provirus requiere de altos
niveles de NF-kB (Westendorp et al. 1995), altos niveles de Tat (Razooky et al. 2015; Weinberger et
al. 2005), la ausencia de dafo en el promotor 5'LTR (Ho et al. 2013) asi como la ausencia de las HMTs
(Jordan et al. 2003; du Chéné et al. 2007). Interesantemente se encontrd que ademas de lo anterior,
el provirus requiere de la ausencia de los vincRNAs (denotados por vsiRNA y asRNA) para poder ac-
tivarse (Figura 7.2B). Lo cual indica que tanto Tat como los vincRNAs son reguladores indispensables
de la latencia y ambos estan codificados en el genoma viral.

7.4. La dindmica del provirus es resistente a farmacos y perturbaciones

intracelulares

Las redes genéticas de organismos son capaces de mantener y adaptar su funcionamiento en res-
puesta a los cambios del entorno. Estudios previos han demostrado que la coexistencia de robustez
y adaptabilidad observada en las redes genéticas es caracteristica de los sistemas que operan en el
punto critico, es decir, en el borde del caos y el orden (Balleza et al. 2008). Esta caracteristica dinamica
ha sido reportada para redes genéticas de A. thaliana, D. melanogaster, S. cerevisiae, E. coli, B. subtilis
(Balleza et al. 2008) y para macrofagos de ratones (Nykter et al. 2008). Se ha sugerido que operaren el
punto critico es esencial para asegurar la evolucion de cualquier organismo (Balleza et al. 2008). Para
determinar si la red genética del provirus también poseia esta caracteristica, se evalud la estabilidad
de lared usando el mapeo de Derrida. Como resultado de esto se encontré que la sensibilidad prome-
dio de lared era S = 1.0031, valor inesperado y muy cercano al punto critico. Esto significa que la red
de expresion génica del provirus opera en un régimen critico (Figura 7.2C). Por lo tanto, esta red pre-
senta un equilibrio entre robustez y adaptabilidad en el interior de las células T CD4 + quiescentes. Este
resultado sugiere que la regulacion de la expresion del genoma del VIH es robusta frente a perturba-
ciones intracelulares y puede adaptarse en respuesta a perturbaciones cronicas, como las producidas
por la terapia antirretroviral o por los LRAs. Cabe sefalar que la red VIH-1 se ha construido teniendo en
cuenta las interacciones activadoras e inhibidoras reportadas en la literatura sin considerar la criticali-
dad como un criterio relevante.



Tabla 7.2 | Puntos de equilibrio del modelo continuo

Nodo Latencia (unidades arbitrarias) Activacion (unidades arbitrarias)
NF-kB 0 0.6243
HATs 0 0.2747
HMTs 0 0.1963
p5'LTR 0 0.3379
p3'LTR 0 0.0831
RNAgkbN 0 1.0559
vSiRNA 0 0.1056
vsaRNA 0 0.0211
RNA4KbN 0 0.0807
RNA2kbN 0 0.0279
RNA2kbC 0 0.2792
RNA4kbC 0 00154
RNAgkbC 0 0.0563
asRNA 0 0.4070
Tat 0 0.1893
Rev 0 0.4035
Nef 0 1.6142
Vpr 0 0.1893
p24Gag 0 5.5836

7.5. La arquitectura de la red genetica del VIH-1 favorece la persistencia
Se ha visto que el asa de realimentacion positiva mediada por Tat es un circuito genético capaz de ampli-
ficar las fluctuaciones transcripcionales del provirus de manera transitoria, es decir, de un periodo de alta
actividad tiende a decaer a una latencia estable (Weinberger et al. 2005). También se ha propuesto que los
retrasos en la actividad de Tat promueven el establecimiento de la latencia (Weinberger et al. 2005), lo cual
favorece el mantenimiento de los reservorios virales durante la terapia antirretroviral (Rouzine et al. 2015).
Sin embargo, este no es el Unico circuito existente en la red de regulacion del provirus, de hecho existen
mas asas de realimentacion positiva mediadas por Nef y Vpr (Varin et al. 2003; Liu et al. 2014) sin mencio-
nar la presencia de una gran variedad de vncRNAs. Por tal razon, se decidid investigar como se modifica la
dinamica de Tat en presencia de las otras asas de realimentacion positivas y negativas, propias de la red ge-
nética del provirus. Para lograr este objetivo se usd el modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias, ya que
en él es posible observar los comportamientos temporales que no son detectables en el modelo discreto.
Como resultado del analisis del modelo continuo se encontrd que éste posee dos puntos de equilibrio, uno
en el que habia expresion de p24Gag y otro en el que no, y por consiguiente ambos equilibrios correspon-
den al estado de activacion y otro al de latencia (Tabla 7.2). El analisis de estabilidad del sistema mostro si
la concentracion de NF-kB se mantenia en niveles altos, el estado de activacion era estable y el de latencia
inestable (Figura 7.3A). El analisis de sensibilidad global del modelo continuo mostro que el sistema es ro-
busto contra perturbaciones (Figura 7.4), al igual que se observo con el modelo discreto. Lo cual sugiere que
si el sistema logra activarse, éste mantendra su comportamiento independientemente de lo que suceda en
su entorno intracelular.

66



sl
High availability of NFkB = A
— x 6 /,’
x107° s T T
6
q 6 S 41 ,
4 —_ S
—_ 2 ky 3 Q ot
30 =X ;
S0 < g o
kS 9 '
=2 § 2 k
L a Latency c Latency
stabilization ( » destabilization
_6 0 =
-001 0 001 002 003 0 200 400 600 NFKBIY NSFL'}FB{*
. LTR ¢ . P5LTR 4
NF kB [a.u. P2 Stable fixed points — i
Bla.ul Time [a.ul spliced MRNAS ¥ Unstable fxed points —  SPliced mRNA 4
D High availability of NF«kB
Low availability of NFkB o1
3 WT provirus
x 10
6 —_ r
o o S
4 —_ S . f . y
5 = 0
— 2 2 04 =2 0 200 400 600 800 1000
3 = O o2
S 00—+ o g 5,
kS g o2 e |
= -2 P M Mutated provirus
a 0.1 F ||
-4 |
o o) | \
—6 o 0 N _ PN ) » L B
001 NOF %0[1 0'?2 0.03 0 Time[ ]500 0 200 400 600 800 1000
kB [a.u. .u. .
Ime fa.u Time [a.u.]
E High availability of NF«kB
WT 15 Anef, Avpr 15 Anef 15 Atat, Anef
6
El ERR R ERR
Sy S, S, S,
(o)} ()] ()] ()}
5 k k k
¥ g os $ o5 S 05
N 2 N I N
[oX o o o
0 O — ol o
0 200 400 600 0 500 0 500 0 500
Time [a.u.] Time [a.u.] Time [a.u.] Time [a.u.]

Figura 7.3 | Las asas de realimentacion positiva de Tat, Nef y Vpr promueven la reincidencia
A) Retrato de fase del sistema entorno al equilibrio de la latencia (cruz negra) con niveles altos de NF-kB. Aqui, todas las trayectorias son
repelidas hacia un estado estable de activacion. Esta simulacion fue hecha con nuestro conjunto de pardmetros de referencia. B) Al variar los
parametros de la activacion de NF-kB (%), la actividad del promotor 5'LTR y el splicing del mRNA viral, se encontrd una bifurcacion transcritica
que era capaz de estabilizar la latencia (Tabla 7.3). C) Cuando se reduce 10 veces el valor de la constante de activacion de NF-kB (41) se observa
que la latencia se estabiliza y el equilibrio de activacion desaparece, lo cual favorece la produccion de p24 de forma transitoria, alcanzando un
maximo para después decaer a cero. D) En ausencia de esta bifurcacion los provirus deficientes reducen su habilidad para reincidir después de
un periodo de represion. Esta simulacion se hizo reduciendo 10 veces el valor de la constante de splicing de RNAs de g kb a RNAs de 4 kb (s2). La
franja gris indica los periodos de compactacion de los nucleosomas por accion de las HMTs. E) Al deletar los genes de tat, nefy vpr se observa
que el provirus expresa sus proteinas de manera transitoria como en el panel C, y la bifurcacion transcritica solo aparece si se encuentran estas
tres asas de realimentacion positivas. Anef, Avpry Atat fueron simulados reduciendo a cero el valor de la sintesis de estas proteinas. Estos da-
tos sugieren que la activacion redundate de NF-kB por parte de Tat, Nef y Vpr asegura la reactivacion viral después de un periodo de represion
intracelular fuerte.
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Figura 7.4| Terapia de reversion de la latencia

Resultado del analisis de sensibilidad global del modelo continuo. El histograma fue hecho con el valor de p24Gag después de
10,000 simulaciones usando diferentes muestras de parametros en un intervalo de tiempo equivalente a 1,500 unidades arbitra-
rias de tiempo. En respuesta a las variaciones paramétricas, se encontro que los valores de salida del sistema permanecian bien
acotados. Ademas, es infrecuente que la variacion de parametros desencadene la aparicion de valores maximos fuera de rango,
lo cual muestra que el modelo no es sensible a las fluctuaciones de los parametros.

A continuacion se buscd determinar bajo qué condiciones el sistema mantenia este comportamiento,
y para ello se realizé un analisis de bifurcacion. Como resultado de este procedimiento se encontrd que
ocurrian cambios en el espacio de fase del sistema, estabilizando la latencia y desapareciendo la acti-
vacion viral (Figura 7.3B). El analisis también mostro que esto se debia a la presencia de una bifurcacion
transcritica (Tabla 7.3), en la cual la latencia se estabilizaba si se disminuyen los valores del parametro de
activacion de NF-kB (ki), de la tasa de splicing (s1) y de la activacion del promotor 5'LTR (kb) (Figura 7.3C),
por otro lado si el valor de estos parametros aumentaba, entonces la latencia se desestabilizaba y apare-
cia un estado de activacion estable. Estas observaciones son congruentes con lo que se tiene reportado
acerca de los factores estabilizadores de la latencia, tales como los bajos niveles de NF-kB (Westendorp
etal. 1995), deficiencias en los sitios de splicing (Purcell & Martin 1993), y dafios en la region del promotor
5'LTR (Dar et al. 2014). Para entender mejor el funcionamiento bioldgico de la bifurcacion transcritica
en el contexto de la infeccion se comparo el desempeiio de un provirus tipo silvestre con un provirus
mutado en presencia y ausencia de silenciamiento epigenético mediado por las HMTs. El provirus mu-
tado se simuld disminuyendo 10 veces el valor de referencia de la tasa de splicing s.. Como resultado de
esta simulacion se encontrd que la bifurcacion transcritica ayuda a los provirus tipo silvestre a restituir
su expresion génica después de una inhibicion intracelular fuerte y prolongada, cosa que no sucede en
la ausencia de la bifurcacion (Figura 7.3D). Esto sugiere que la persistencia viral esta “codificada” en su
propio genoma.

Estos resultados sugieren que la bifurcacion transcritica provee al VIH-1 de dos comportamientos di-
namicos: 1) en ambientes transcripcionalmente represivos, como durante la terapia antirretroviral, la
latencia del provirus se estabiliza permitiendo que los reservorios se mantengan y sobrevivan. 2) en ca-
sos transcripcionalmente favorables, se favorece la aparicion de una activacion fuerte, lo cual asegura la
produccion de progenie viral asi como la expansion de la infeccion en el organismo. Estas propiedades
dindmicas del virus pueden explicar por qué reaparece la carga viral tras periodos prolongados recibien-
do medicacion antirretroviral y por qué el hospedero no puede controlar la infeccion por si mismo.



Tabla 7.3 | Identificacion de parametros criticos del modelo continuo

Nodo
NF-kB

HATs

HMTs

p5'LTR

p3'LTR

RNAgkbN

vsiRNA

vsaRNA

RNA4kbN

RNA2kbN

RNA2kbC

RNA4kbN

Parametro

ko
ka
k2
k3
kg
k-1
ks
k6
k7
k-5
k8
kg
k-8
kb
kac
kTAR
kd
kme

kb
kac
kd
kme

S1

kREE
o

a2
62

ri

a3

S1
S2

kREE

52
kexp
66
kexp

r3
67

kREE
68

r3

Reducir 3 érdenes Aumentar 3 6rdenes
Punto silla Punto silla
Nodo estable* Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Nodo estable Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Punto silla Punto silla
Nodo estable Punto silla

Puntosilla
Puntosilla
Puntosilla
Puntosilla

Nodo estable
Punto silla
Punto silla

Nodo estable
Punto silla
Punto silla

Puntosilla
Puntosilla
Puntosilla
Puntosilla

Nodo estable
Nodo estable
Nodo estable
Nodo estable

Punto silla
Nodo estable
Nodo estable

Punto silla
Nodo estable
Punto silla

Puntosilla
Puntosilla
Puntosilla
Puntosilla

*En color rosa se resaltan los pardmetros criticos del modelo continuo

Origen bioldgico
Reduccion de NF-kB

Inhibicion del promotor 5'LTR

Inhibicion del splicing viral
Inhibicion del splicing viral
Inhibicion del transporte de RNA
Inhibicion del transporte de RNA
Inhibicion del splicing viral
Inhibicion del splicing viral
Inhibicion del transporte de RNA
Inhibicion del splicing viral
Inhibicion del transporte de RNA
Inhibicion del transporte de RNA
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Tabla 7.3 | Identificacidon de parametros criticos del modelo continuo (continuacion)

Nodo Parametro Reducir 3 érdenes Aumentar 3 6rdenes  Origen bioldgico
asRNA as4 Punto silla Punto silla -
r2 Puntossilla Puntossilla -
b4 Punto silla Punto silla -
Tat ag Punto silla Punto silla -
a6 Punto silla Punto silla -
510 Puntossilla Puntossilla -
Rev a7 Punto silla Punto silla -
d11 Punto silla Punto silla -
Nef a8 Puntossilla Puntossilla -
512 Puntossilla Puntossilla -
Vpr ag Puntossilla Puntossilla -
a1o Punto silla Punto silla -
513 Puntossilla Puntossilla -

7.6. La activacion de la red se debe a los circuitos de Tat, Nef y Vpr

Tras la caracterizacion fenomenoldgica de la bifurcacion transcritica, el siguiente objetivo fue establecer su
origen molecular a fin de lograr entender su mecanismo. Para cumplir este propdsito se simularon provirus
mutados en los cuales se deletaban los genes de tat, nef'y vpr, haciendo cero el valor de sus respectivos
parametros de sintesis. Como resultado de esto se encontro que el circuito de realimentacion positiva de
Tat siempre produce una rama estable en la latencia, lo que en términos bioldgicos significa que el circuito
de Tat tiene un periodo fuerte de activacion para luego silenciarse y mantenerse en latencia, tal como lo
reportaron previamente Weinberger y colegas (Weinberger et al. 2005) (Figura 7.3E). Sin embargo, com-
binando los tres circuitos de Tat, Nef y Vpr aparecia la bifurcacion transcritica. También se encontrd que en
ausencia de Tat las otras asas podian incrementar la expresion génica del provirus (Figura 5.3E), aunque
este efecto es despreciable en comparacion con la transactivacion observada en presencia de Tat. Conside-
rando el hecho de que todas estas asas promueven el aumento en la concentracion de NF-«B (Figura 6.2),
es razonable pensar que la redundancia en la activacion de NF-kB es la causa de la bifurcacion transcritica y
de sus propiedades amplificadoras.

7.7. El silenciamiento de la red es mas probable que su reactivacion
Recientemente se ha propuesto que el uso de algunos compuestos que tienen la particularidad de
incrementar los niveles basales de la transcripcion del provirus, podrian potenciar el funcionamiento
de los LRAs (Dar et al. 2014). Estos compuestos actuan directamente sobre el promotor 5'LTR incre-
mentando su actividad. La duda que plantea este hallazgo es si existirdan mas blancos en la red de
regulacion que pudieran aumentar la eficacia de los LRAs. Para clarificar esta incognita se utilizo el
modelo discreto para explorar todas las posibles perturbaciones de la red que pudieran incrementar la
reactivacion del virus.
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Figura 7.5 | Analisis de perturbaciones permanentes de la red del provirus

A) Resultado de inhibir dos nodos de la red al mismo tiempo. B) Matriz de resultados de sobre-estimular dos nodos al mismo
tiempo. C) Resultado de inhibir un nodo y sobre estimular un nodo de la red al mismo tiempo. D) Del total de las perturbaciones
que se hicieron al modelo discreto se encontré que el 51% de ellas inducian “silenciamiento permanente”, i.e. destruian los atrac-
tores de activacion. Por otra parte el 38% de las perturbaciones no afectaron a los atractores y solo el 11% de ellas logro inducir
la reactivacion del provirus, i.e. destruyd los atractores de latencia.

Esto se hizo perturbando simultaneamente dos nodos de la red, ya sea activandolos, inhibiéndolos o
activando uno mientras se inhibe al otro (Figura 7.5). Como resultado de esta estrategia matricial de
busqueda se encontré que el 51% de las perturbaciones eliminan los atractores de activacion, lo cual
sugiere que estas perturbaciones son capaces de inducir silenciamiento permanente (Figura 7.5D).
Por otro lado, también se encontro que solo 28 de 648 perturbaciones eran capaces de reactivar al
virus usando LRAs y Antagomirs disponibles actualmente (Tabla 7.4). Cabe senalar que varias de las
28 perturbaciones con potencial reactivador no han sido estudiadas aun. Interesantemente, estos re-
sultados sugieren que es mucho mas facil inducir el silenciamiento permanente del provirus antes que
reactivarlo artificialmente.
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Tabla 7.4 | Perturbaciones farmacoldgicamente factibles

Perturbacion
HMTs (-)

HMTs (- ), vsiRNA (-)
HMTs (-), asRNA(-)

VvsiRNA (-)

VvsiRNA (-), asRNA (-)

asRNA (-)
NF-kB (+)

NF-kB (+), HATs (+)
NF-kB (+), vsaRNA (+)

NF-kB (+), Tat (+)
HATs (+)

HATs (+), vsaRNA (+)

HATs (+), Tat (+)
vsaRNA (+)

vsaRNA (+), Tat (+)

Tat (+)

NF-kB (+), HMTs (-)
NF-kB ( +), vsiRNA ( -)
NF-kB ( +), asRNA ( -)
HATs (+), HMTs (-)

Equivalente farmacoldgico
HMTis

HMTis + Antagomirs

HMTis + Antagomirs
Antagomirs

Antagomirs

Antagomirs

Agonistas de PKC

Agonistas de PKC + HDACis
Agonistas de PKC + Antagomirs
PKC agonists + liberadores de P-TEFb
HDACis

HDACis + Antagomirs

HDACis+ liberadores de P-TEFb
vsaRNA

Antagomirs + liberadores de P-TEFb
Liberadores de P-TEFb
Agonistas de PKC + HMTis
Agonistas PKC + Antagomirs
Agonistas PKC + Antagomirs
HDACis + HMTis

Estado actual

Evaluado ex vivo (Bouchat et al. 2012)
No evaluado aun

No evaluado aun

No evaluado aun

No evaluado aun

Evaluado in vitro (Saayman et al. 2014)
Evaluado ex vivo (Mehla et al. 2010)
Evaluado ex vivo (Laird et al. 2015)

No evaluado aun

Evaluado ex vivo (Laird et al. 2015)
Evaluado ex vivo (Bullen et al. 2014)
No evaluado aun

Evaluado in vitro (Darcis et al. 2015)
Evaluado in vitro (Y. Zhang et al. 2014)
No evaluado aun

Evaluado in vitro (Darcis et al. 2015)
Evaluado ex vivo (Bouchat et al. 2012)
No evaluado aun

No evaluado aun

Evaluado ex vivo (Bouchat et al. 2012)

HATs (+), vsiRNA (-) No evaluado aun
HATs (+), asRNA (-)
vsaRNA (+), HMTs (-)
vsaRNA (+), vsiRNA (-)
vsaRNA (+), asRNA (-)
Tat (+), HMTs (-)

Tat (+), vsiRNA (-)
Tat(+),asRNA(-)

HDACis + Antagomirs
HDACis + Antagomirs No evaluado aun
Antagomirs + HMTis No evaluado aun
Antagomirs No evaluado aun
Antagomirs No evaluado aun
P-TEFb releasers + HMTis

P-TEFb releasers + Antagomirs

No evaluado aun
No evaluado aun

P-TEFb releasers + Antagomirs No evaluado aun

Las perturbaciones mas sobresalientes pueden implementarse farmacoldgicamente de |a siguiente forma: El incremento de los
niveles de NF-kB levels (denotados por NF-kB (+)) puede obtenerse usando agonistas de PKC como la briostatina-1 (Mehla et al.
2010). El incremento en la acetilacion de los nucleosomas del provirus (denotado por HATs (+)) puede inducirse protegiendo la
actividad de las HATs usando inhibidores de las histona deacetilasas (HDACis) tales como la romidepsina o el SAHA (vorinostat)
(Bullen et al. 2014; Reuse et al. 2009). El incremento de los efectos transcripcionales de Tat (denotado por Tat (+)) puede inducirse
con liberadores de P-TEFb como el compuesto JQzx (Li et al. 2013). La supresion de la actividad de las HMTs (denotada por HMTs(-
)) puede efectuarse con inhibidores de estas enzimas (i.e. HMTis) tales como la caetocina (Bouchat et al. 2012). La inhibicion de
los vincRNAs, como el asRNA y los vsiRNA (denotados por asRNA (-) y vsiRNA (-), respectivamente) puede realizarse con antago-
mirs (Yeung et al. 2009; Saayman et al. 2014).

72



7.8. Inhibir las HMTs y sobre-estimular a P-TEFb es la clave para

reactivar al provirus

Tras el hallazgo de 28 perturbaciones que potencialmente podrian utilizarse para planear nuevas
estrategias de reactivacion viral (Tabla 7.4), lo siguiente que se hizo fue caracterizar sus propiedades
dindmicas para determinar cual de todas era la mejor. Para esto se comparé el tamaio de las cuen-
cas de atraccion del estado de activacion (Won) y la diferencia de sensibilidad (AS) calculadas con
el modelo discreto, asi como determinar la diferencia en los niveles de expresion de p24Gag (AE)
obtenida a partir del modelo de ecuaciones diferenciales para cada una de las combinaciones tera-
péuticas. Como resultado de esto se encontrd que todas las combinaciones incrementaban la pro-
babilidad del estado de activacion excepto la perturbacion HATs(+) (Figura 7.6A), misma que equi-
vale al uso de HDACis (Tabla 7.4). Ademas, todas las perturbaciones disminuyeron la sensibilidad
promedio de la red (Figura 7.6B), y todas excepto HATs(+) incrementaron la expresion de p24Gag
(Figura 7.6C). De todas las combinaciones analizadas, el modelo discreto mostré que la perturba-
cidon con mejores resultados para reactivar al provirus era HMTs(-), Tat(+), misma que equivale al
uso de HMTis y liberadores de P-TEFb (Li et al. 2013) (Tabla 7.4). En la Tabla 7.4 se muestran todas
las equivalencies farmacoldgicas de las perturbaciones reactivadoras de la expresion del provirus
encontradas con el modelo discreto.

7.9. El rendimiento de los LRAs es obstaculizado por los vncRNAs
Reportes ex vivo recientes mostraron que los HDACis no eran efectivos para reactivar provirus latentes
(Bullen et al. 20144; Cillo et al. 2014). En concordancia con estos reportes, ambos modelos mostraron
que la perturbacion correspondiente a los HDACis no producia cambios en la probabilidad de activacion
del virus (Figura 7.6A) ni en los niveles de expresion de p24Gag (Figura 7.6C). Sin embargo se ha visto
que los HDACis si incrementan la transcripcion del provirus. Para explicar por qué los HDACis si inducen
la sintesis de RNAs virales pero no favorecen su expresion se ha propuesto la existencia de mecanismos
post-transcripcionales que contrarrestan la sintesis de proteinas (Mohammadi et al. 2014). Ademas, se
ha reportado que HDACis como el SAHA (Vorinostat) puede incrementar los niveles de los RNAs no
codificantes celulares (Lee et al. 2009). Tomando en consideracion estos datos, se propone que los
HDACis incrementen la transcripcion viral incluyendo la sintesis de los vncRNAs, lo cual podria pro-
mover el silenciamiento de la expresion de proteinas virales. Se explord la posibilidad de que esta
hipotesis fuera cierta comparando el Won, AS 'y el AE de cada perturbacion en la que participan los
HDACis en presencia y ausencia de los vncRNAs. Como resultado de esta comparacion se encontrd
que la supresion de los vncRNAs mejoraba drasticamente el desempeiio de las perturbaciones en las
que participaban los HDACis (Figura 7.7A, B y C).Lo cual sugiere que los HDACis pueden promover la
sintesis de vncRNAs, lo cual explicaria por qué estos LRAs incrementan la transcripcion del provirus
pero no la sintesis de proteinas (Figura 7.7D).
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Figura 7.6 | Caracteristicas dinamicas de las perturbaciones sobresalientes con LRAs

A) Peso relativo del estado de activacion obtenido con los tres esquemas de actualizacion del modelo discreto (sincrono, se-
mi-sincrono y asincrono). B) Sensibilidad de la red calculada con el test de Derrida en el modelo discreto. C) Valor de equilibrio
de p24Gag calculado con el modelo continuo. En todos los casos se observa que las perturbaciones modifican las propiedades
dindmicas del provirus WT. Notese que HATs(+) reduce el nivel de expresion de p24Gag y {Tat(+),HMTs(-)} dispara el valor del
estado de activacion al maximo.
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Figura 7.7 | Los HDACis promueven la sintesis de los vncRNAs

A) Peso relativo porcentual del estado de activacion (Won) obtenido con los tres esquemas de actualizacion del modelo discreto
antesy después de la inhibicion de los vincRNAs. B) Sensibilidad de la red calculada con el test de Derrida antes y después de la in-
hibicion de los vncRNAs. C) Niveles en equilibrio de p24Gag calculados antes y después de la inhibicion de los vincRNAs. D) Los re-
sultados anteriores permiten suponer que la falta de efectividad de los HDACis para incrementar la expresion de proteinas virales
se debe a que estos LRAs promueven la sintesis de todos los RNAs virales, incluyendo a los vncRNAs. De esta forma, los HDACis
promueven la aparicion de RNAs virales pero impiden que estos produzcan antigenos reconocibles para el sistema inmunoldgico.
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Figura 7.8 | Efecto de la inhibicion de los vncRNAs en provirus defectuosos

En esta figura se muestra el efecto de tratar de reactivar provirus defectuosos con HDACis. Para simular a los provirus Atat, Anef
y Avpr asi como sus respectivas combinaciones, se igualo a cero el parametro de su sintesis en el modelo continuo. La inhibicion
de los vncRNAs se realizé dividiendo por 2, 20 y 200 veces el valor de la sintesis de los vincRNAs (asRNA y vsiRNA) en el modelo
continuo. Estos resultados muestran que aunque se lograra una supresion total de los vincRNAs, los provirus defectuosos son
imposibles de reactivar con HDACis.

7.10. La inhibicion de los vncRNAs no es suficiente para reactivar

al provirus

La hipdtesis de que los vncRNASs son los causantes del malfuncionamiento de los HDACis abre la
posibilidad de usarlos como blancos para potenciar la reactivacion viral (Figura 7.7D).Sin embargo
no queda claro si la inhibicion de los vincRNAs podria reactivar a los provirus que tiene mutacio-
nes. Para investigar este punto, se utilizé al modelo continuo para simular el efecto de inhibir los
vncRNAs en provirus tipo silvestre versus provirus mutados durante un tratamiento con HDACis.
Como resultado de esta simulacidn se encontrd que los provirus que carecen de Tat pueden ser
reactivados en menor medida que los provirus intactos (Figura 7.8). Sin embargo, los provirus de-
ficientes que carecen de dos o mas circuitos de realimentacion positiva no pueden ser reactivados
ni con la inhibicidn total de los vincRNAs (Figura 7.8). Estos resultados sugieren que la inhibicidn
de los vncRNAs no puede asegurar la reactivacion total de los reservorios virales.
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8.1. Semblanza de la tesis

Los reservorios de larga vida del VIH-1 son el principal obstaculo para erradicar la infeccion. Se han reali-
zado muchos esfuerzos para eliminarlos usando los LRAs, desafortunadamente estos no fueron exitosos
invivo (Bullen et al. 2014), y hasta ahora siguen sin conocerse las causas. En este trabajo de tesis se anali-
z6 in silico el funcionamiento de la expresion génica del provirus, con la finalidad de investigar las causas
del bajo desempeno de los LRAs. Para ello, se construyo una red de regulacion de la expresion génica
del provirus, misma que fue analizada con un modelo booleano y un modelo de ecuaciones diferenciales
ordinarias no-lineales. Ambos modelos predicen que los vncRNAs son los principales requladores negati-
vos de la expresion génica del provirus, estando también implicados en el bajo rendimiento de los LRAs.
Finalmente, ambos modelos predicen que los tratamientos con inhibidores de las HMTs y liberadores de
P-TEFb son la mejor forma de maximizar la reactivacion viral.

8.2. ;Cual es la funcion de los vncRNASs en la dinamica de expresion

genica del provirus?

Tradicionalmente se habia pensado que Tat es el Unico regulador de la latencia codificado por el
VIH-1. Sin embargo, evidencia reciente muestra que los vncRNAs son esenciales para regular la la-
tencia del provirus. Saayman y colegas caracterizaron un RNA largo y anti-sentido cuya inhibicion
desencadena la reactivacion de células con provirus latentes (Saayman et al. 2014). Zapata y cola-
boradores demostraron que este RNA largo y anti-sentido es capaz de silenciar la expresion géni-
ca del provirus mediante la estimulacion de las HMTs (Zapata et al. 2017). Dada la importancia de
los vncRNAs, se decidio investigar cudl es su papel dentro de la dinamica de la expresion de genes
del provirus. La primera particularidad que se encontro al analizar la red de expresidn génica del
provirus con el modelo discreto, fue que el peso estadistico del estado de latencia (Woff) era muy
superior al que presentaba el estado de activacion (Won), sin importar el estado de activacion de la
célula (Figura 7.2A). Después, el analisis de las cuencas de atraccion reveld que la ausencia de los
vncRNAs y la presencia de Tat son condiciones obligatorias para la activacion del provirus (Figura
7.2B). Ademas, se encontrd que la inhibicidn de los vncRNAs incrementa el Won (Figura 7.7A). Es-
tos hallazgos indican que los vncRNAs, como grupo, son los principales reguladores negativos de
la expresion génica del provirus.

8.3. ¢Como regulan Tat y los vncRNAs la latencia?

La siguiente pregunta que se investigd fue determinar como regulan conjuntamente Tat y los
vncRNAs la latencia viral. Reportes previos demostraron que el asa de realimentacion positiva de
Tat presenta un pico de actividad fuerte seguido por un decaimiento hasta alcanzar un estado de
latencia estable (Weinberger & Shenk 2007; Weinberger et al. 2005).
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Figura 8.1 | Mecanismos moleculares de la autorregulacion viral de la latencia

De acuerdo con todos los resultados encontrados en esta tesis, el estado de activacion puede alcanzarse Unicamente si Tat pre-
senta niveles altos en su concentracion. Por el contrario, sila concentracion de Tat no es 0ptima, el provirus favorece la sintesis de
los vincRNAs y estos a su vez inducen el silenciamiento de la expresion génica del provirus, manteniendo la latencia y estabilidad
del reservorio.

En este trabajo se observd el mismo comportamiento temporal del circuito de Tat (Figura 7.3E). Sin
embargo, este comportamiento dinamico también se observo en los circuitos de realimentacion posi-
tiva de Vpry Nef (Figura 7.3E). Ademas, se encontré que una bifurcacidn transcritica aparecia cuando
estos circuitos de realimentacion positiva se combinan (Figura 7.3), lo cual permite que el provirus rei-
nicie la expresion de sus genes aun después de largos periodos de represion con la terapia antirretro-
viral (Figura 7.3D). Es razonable suponer que la existencia de estos circuitos de realimentacion positiva
potencian la actividad de Tat para reactivar al virus, y al mismo tiempo permiten que la reactivacion se
dé a pesar de la fuerte actividad represora que ejercen los vncRNAs, al igual que los mecanismos de
silenciamiento del hospedero. No obstante, una reactivacion fuerte y descontrolada puede ser perju-
dicial para la supervivencia del virus, de hecho, Rouzine y colegas encontraron que una alta tasa de re-
activacion viral impide la formacion de reservorios en el organismo (Rouzine et al. 2015). Ellos también
observaron que las fluctuaciones de la actividad transitoria de Tat decrece la frecuencia de activacion
del provirus, lo cual permite que los reservorios se estabilicen (Rouzine et al. 2015). Expandiendo estas
observaciones, en este trabajo se encontro que, ademas de las fluctuaciones de Tat, los vncRNAs tam-
bién reducen la reactivacion viral. Por lo tanto, la fuerte represion ejercida por los vncRNAs acoplada a
la reduccion de los niveles de Tat, son la clave para estabilizar la latencia del provirus (Figura 8.1).



8.4. ;Como se relacionan los vncRNAs con el bajo desempeno de los

LRAs in vivo?

En este trabajo se encontraron 28 perturbaciones capaces de potenciar la reactivacidn del provirus
(Tabla 7.4), siendo la combinacidn de inhibidores de las HMTs junto con liberadores de P-TEFb la mas
prominente de todas. Interesantemente, se encontro que las perturbaciones hechas con inhibidores
de las HDACs no incrementaron la expresidon de proteinas del provirus (Figura 7.6C), tal como lo
reportaron Cillo y colegas (Cillo et al. 2014). No obstante, Mohammadi y su grupo encontraron que
los inhibidores de las HDACs si incrementan la transcripcion del provirus, pero no su expresion de
proteinas (Mohammadi et al. 2014). Se propuso que la falta de expresion de proteinas del provirus
ocurria por la existencia de algun mecanismo represor no identificado a nivel post-transcripcional
(Mohammadi et al. 2014). Siguiendo con esta linea, los resultados de este trabajo de tesis predicen
que los niveles de los vncRNAs incrementan en respuesta a la estimulacion transcripcional produci-
da por los inhibidores de las HDACs (Figura 7.7). Por consiguiente, esta hipotesis puede explicar por
qué los inhibidores de las HDACs inducen la transcripcion pero no la sintesis de proteinas virales.
Situacion que permite entender por qué estos LRAs ampliamente usados no tienen un rendimiento
satisfactorio a nivel clinico (Figura 8.2).

8.5. ;Como mejorar el rendimiento de los LRAs?

El ensayo de perturbaciones realizado con el modelo discreto reveld que el mejor tratamiento para re-
activar al provirus de su latencia, consiste en utilizar inhibidores de las HMTs junto con liberadores de
P-TEFb (Figura 7.5). El mecanismo de accion detras de esta combinacidn consiste en bloquear la accion
del principal efector de los vncRNAs, las HMTs (Zapata et al. 2017), y estimular al mismo tiempo la fun-
cion de Tat con los liberadores de P-TEFb (Li et al. 2013) (Figura 8.2). Seria interesante realizar ensayos
in vitro con cultivos ex vivo de pacientes con VIH-1 para evaluar el grado de efectividad clinica de este
tratamiento propuesto.

8.6. ;Hay otra manera de controlar al VIH-1?

Los resultados del ensayo de perturbaciones del modelo discreto plantearon una posibilidad intere-
sante acerca de la existencia de otra forma de controlar cronicamente la infeccion por VIH-1. Con este
ensayo, se encontro que el 51% de las perturbaciones pueden silenciar permanentemente al provirus,
eliminando el estado de activacion sin importar el estado de activacion celular del hospedero (Figura
7.5). Es importante mencionar que las perturbaciones que logran este efecto se enfocan en inhibir
los nodos de la red de expresion génica del provirus relacionados con la transcripcion, tales como el
promotor 5'LTR y los sitios de splicing (Figura 7.5). Esto implica que el provirus puede ser silenciado
definitivamente si se induce una hipermutacion de su genoma. Esta estrategia es usada por el hospe-
dero para defenderse naturalmente del provirus usando a la enzima APOBEC3G, misma que induce
la hipermutacion del genoma del provirus. No obstante, APOBEC3G es inhibida por Vif durante la ex-
presion génica del provirus. Afortunadamente, a recientes fechas se ha encontrado que los farmacos
activadores de ASKa1 (apoptosis signal-requlating kinase 1) puede restaurar la actividad de APOBEC3G,
aun en presencia de Vif (Miyakawa et al. 2015). Por lo tanto, la hipermutacion del genoma viral media-
da por APOBEC3G en conjuncion con la terapia antirretroviral, pueden ser una opcion alternativa para
suprimir definitivamente a la infeccion por VIH-1 (Figura 8.2).
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Figura 8.2 | Resumen grafico de la tesis

De acuerdo con todo lo encontrado en este trabajo de tesis, cuando el cDNA viral se integra al genoma del hospedero, el provirus
puede iniciar directamente su transcripcion, lo que eventualmente hara que la célula produzca particulas virales y muera; o bien
el provirus puede entrar en latencia hasta que se cierren los nucleosomas virales, estabilizando asi el reservorio. Los LRAs como
los HDACis promueven la apertura de los nucleosomas, y potencian la transcripcion de los RNAs virales. Sin embargo, cuando
esto ocurre, también se sintetizan los vincRNAs, mismos que inducen el silenciamiento de la expresion génica del provirus, lo cual
explica el bajo rendimiento de los LRAs in vivo. Para mejorar el rendimiento de los LRAs, se propone usar liberadores de P-TEFb
junto con inhibidores de las HMTs, a fin de bloquear los efectos inhibitorios de los vincRNAs y promover la actividad de Tat. Una
ruta altenativa para controlar la infeccion consiste en usar estimuladores de APOBEC3G, a fin de dafiar el cDNA viral, y promover
la insercion de provirus dafiados e incapaces de reactivarse.

8.7. Conclusiones y perspectiva

Los tratamientos actuales para reactivar al provirus de su latencia pueden fallar porque el VIH utili-
za a los vncRNAs como reguladores negativos para mantener su latencia. Algunos LRAs, como los
inhibidores de las HDACs, pueden incrementar la transcripcion del provirus al igual que los niveles
de los vncRNAs, reduciendo su efectividad para reactivar a los reservorios virales. Sin embargo, si se
neutraliza el efecto represor de los vncRNAs inhibiendo a las HMTs con farmacos como la caetocina
y se potencia la actividad de Tat con liberadores de P-TEFb, la reactivacion de los reservorios podria
incrementarse sustancialmente a nivel clinico. En futuros trabajos se extendera el analisis realizado
en esta tesis hacia el VIH-2, a fin de determinar las particularidades dinamicas del mismo y entender
por qué es un virus poco letal aunque puede generar un cuadro clinico de inmunodeficiencia como
el VIH-1.También es de interés implementar las perturbaciones con potencial activador en cultivos
celulares ex vivo de pacientes con VIH-1.
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