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RESUMEN

Durante las etapas tardias del ciclo replicativo, el ARN gendmico (ARNg) del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana de tipo 1 (VIH-1) se ensambla en complejos ribonucleoprotéicos
(mRNPs) especificos cuya composicion determina su destino celular. Una vez en el citoplasma,
el ARNg de VIH-1 cumple dos funciones relevantes: 1) es el mensajero a partir del cual se
sintetizan las proteinas virales Gag y Gag-Pol y 2) es el genoma empaquetado en las nuevas
particulas virales sintetizadas, caracteristicas que lo han hecho de particular interés. Diversas
proteinas virales y celulares que forman parte de los mRNPs del ARNg de VIH-1 han sido
identificadas, pero poco se sabe si ARN regulatorios como los ARN no codificantes largos
(ARNNCc largos) son componentes de estos complejos. A pesar de que los ARNnc largos han
sido identificados como importantes reguladores transcripcionales y postranscripcionales, sélo
se han reportado diez que participan en la replicacién de VIH-1 y, hasta la fecha, no se habia
identificado ninguno que forme parte de los mMRNPs del ARNg. El objetivo del presente trabajo
fue implementar una estrategia de captura del ARNg de VIH-1, identificar ARNnc largos
asociados a este para, finalmente, determinar si alguno de ellos afecta la replicaciéon del virus.
Se desarroll6 una estrategia de captura utilizando una sonda antisentido que permitié la
purificacién de los mMRNPs del ARNg, con un enriquecimiento de aproximadamente 6000 veces
a partir de Linfocitos T CD4+ infectados. Mediante ARN-seq se identificaron cuatro ARNNc
largos enriquecidos en los mRNPs capturados: Linc00938, Lnc-ISL2-1, HAR1A y Lnc-
TMEM105-2. HAR1A mostr6 bajos niveles de expresion en diversas lineas celulares y se evalué
el efecto de su sobreexpresion sobre la replicacion del virus. Sin embargo, no se observé
ningun cambio en los niveles de Gag y ARNg intracelulares. Este es el primer reporte de la
presencia de ARNnNc largos que forman parte de los mRNPs del ARNg de VIH-1. El efecto de

éstos sobre el ciclo replicativo del virus es una interrogante abierta a futuras investigaciones.



ABSTRACT

During the late steps of viral replication, the Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-
1) genomic RNA (gRNA) is assembled into specific ribonucleoprotein complexes (MRNPS)
whose composition determines its cellular fate. Once in the cytoplasm, the HIV-1 gRNA fulfills
two relevant functions: 1) as the messenger from which the viral proteins Gag and Gag-Pol are
synthesized and 2) as the genome packaged into newly synthesized viral particles. Several viral
and host proteins have been shown to be part of the mRNPs of the HIV-1 gRNA, but little is
known if regulatory RNAs such as long non-coding RNAs (IncRNAs) are components of these
complexes. Despite they appear as important transcriptional and post-transcriptional regulators,
only ten have been related to HIV-1 replication. To date, no INncRNAs have been reported to be
part of the mRNPs of HIV-1 gRNA. The aim of this work was to perform an HIV-1 gRNA capture
strategy, identify IncRNAs that are associated with it and assess if any of them affect viral
replication. An interactome capture strategy was developed using an antisense probe which
allowed a 6000-fold enrichment of the HIV-1 gRNA from infected CD4+ T lymphocytes. By using
RNA-seq, we identified four INncRNAs enriched in the capture samples: Linc00938, Lnc-ISL2-1,
HAR1A and Lnc-TMEM105-2. HAR1A showed low levels of relative expression in various cell
lines and the effect of its overexpression on HIV-1 replication was assessed. However, no
change in intracellular Gag and mRNA levels was detected. This is the first report that shows the
presence of IncRNAs in the mRNPs of HIV-1 mRNA. The effect of these IncRNAs in the
replicative cycle of the virus is an interesting question that must be addressed in future

investigations.



1 INTRODUCCION

1.1 CAPITULO 1: Virus de la Inmunodeficiencia Humana de tipo 1 (VIH-1).

En 1981 se reportaron las primeras observaciones de manifestaciones clinicas del
denominado Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Gottlieb et al., 1981)
caracterizado por la adquisicion de infecciones oportunistas, el desarrollo de ciertos tipos de
cancer y leucopenia. En 1983, a partir de un cultivo derivado de un nodo linfatico de un paciente
con linfoadenopatia generalizada, se aisl6 un nuevo retrovirus humano (Barre-Sinoussi et al.,
1983) que posteriormente fue confirmado como el agente causal del SIDA y se denominé Virus
de la Inmunodeficiencia Humana de tipo 1 (VIH-1) (Barré-Sinoussi et al., 2013). Desde el inicio
de la pandemia, aproximadamente 79 millones de personas se han infectado con VIH-1y 36
millones han muerto por enfermedades relacionadas con el SIDA. En 2020, 37 millones de
personas vivian con VIH-1 y, ese mismo afio, 1,5 millones de personas nuevas se infectaron
con el virus (UNAIDS, 2021). El VIH/SIDA no tiene cura, pero si tratamiento, por lo que

actualmente se considera una enfermedad crénica que requiere tratamiento de por vida.

1.1.1 Caracteristicas generales de VIH-1

VIH-1 pertenece a la familia Retroviridae, cuyos miembros presentan particulas virales
con envoltura que contienen un genoma de ARN de hebra simple, lineal, no segmentado y de
polaridad positiva. En la fase temprana de su ciclo replicativo el genoma de los retrovirus sufre
transcripcion reversa, originando un intermediario de ADN de doble hebra que se integra en el
genoma de la célula hospedera, estado que se denomina provirus (Coffin et al., 1997). En
particular, VIH-1 pertenece al género Lentivirus (Chiu et al.,, 1985) cuyos miembros se
caracterizan por generar enfermedades “lentas”, es decir, de largos periodos de incubacion y

lenta aparicion de signos y sintomas relacionados con la infeccion. Ademas, los lentivirus se



diferencian de los otros retrovirus pues son capaces de infectar tanto células que se dividen,

como células que no se dividen (Lewis & Emerman, 1994).

1.1.1.1 Organizacién gendémicay proteinas virales.

VIH-1 tiene un genoma de aproximadamente 9 Kb que codifica para 15 proteinas a partir
de 9 marcos de lectura abiertos. El genoma de todos los retrovirus contiene los genes gag, pol y
env, que codifican proteinas estructurales y las enzimas virales (Coffin et al., 1997). VIH-1 es un
retrovirus complejo por lo que, ademas de estos 3 genes, en su genoma se encuentran genes
que codifican proteinas reguladoras (genes tat y rev) y accesorias (genes vif, vpr, vpu y nef)
(Cullen, 1991; Gallo et al., 1988; Strebel et al., 1988). Gag (p55) es una poliproteina de 55 kDa
y es la proteina mas abundante de las particulas virales. Una particula viral contiene alrededor
de 5000 moléculas de Gag (Briggs et al., 2004). Ademas de su rol estructural, cumple funciones
fundamentales en la seleccion y empaquetamiento del genoma, asi como en el ensamblaje de
nuevas particulas virales. A partir de la protedlisis de Gag, se generan las proteinas: Matriz o
MA (p17), Capside o CA (p24), Nucleocapside o NC (p7) y p6%9 (Bell & Lever, 2013; Freed,
2015). Gag-Pol (p160) es una poliproteina producida gracias a un corrimiento en el marco de
lectura en la region p6 de Gag (Jacks et al., 1987). A partir de la protedlisis de Gag-Pol se
generan las mismas proteinas que en Gag: Matriz, Capside y Nucleocapside. Ademas, se
produce la proteina p6P?, y las tres enzimas esenciales para la replicacion del virus: Proteasa,
Transcriptasa Reversa e Integrasa (Freed, 2015). Cabe mencionar que, tanto la protedlisis de
Gag como de Gag-Pol es llevada a cabo por la Proteasa viral. Por otro lado, Env (gp160) es
una glicoproteina que al ser procesada por proteasas celulares, origina a las proteinas de
superficie gp120 y de transmembrana gp4l (Robey et al., 1985; Veronese et al., 1985), que
permiten el reconocimiento y la entrada del virus a la célula hospedera. Tat y Rev son proteinas

reguladoras, que cumplen roles en la activacion de las transcripcion (Rice & Mathews, 1988) y



en la exportacion nuclear de transcritos virales (Malim et al., 1989), respectivamente. Por ultimo,
Vif, Vpu, Vpr y Nef son proteinas accesorias, que pueden ser dispensables para la infeccién in
vitro, pero son relevantes para la replicacion viral in vivo, pues contrarrestan factores de
restriccion (Sheehy et al., 2002), inducen el arresto celular (Jowett et al., 1995), permiten la
infeccidén en células que no se dividen (Popov et al., 1998) e inducen la evasion del sistema
inmune (Collins et al., 1998; Schwartz et al., 1996), entre otras funciones (Malim & Emerman,
2008).

1.1.1.2 Particula viral.

Las particulas virales de VIH-1 son relativamente heterogéneas en tamafio, con un
didmetro que puede variar entre los 100-200 nm aproximadamente (Briggs et al., 2003; Wilk et
al., 2001). Tal como se mencion6 anteriormente, los viriones estan envueltos por una bicapa
lipidica de origen celular, desde la cual protruye la glicoproteina gpl20/gp41 en forma de
trimero (Wu et al.,, 2010). Dentro de la particula madura, justo debajo de la envoltura, se
encuentra la proteina de la Matriz. En el centro de la particula esta la capside viral que tiene
forma coénica con una geometria de tipo fulereno, formada por aproximadamente 250
hexameros y 12 pentameros de la proteina de la Capside (Briggs et al., 2003; S. Li et al., 2000).
Dentro de la capside, hay dos copias de genoma viral recubierto por proteinas de la
Nucleocéapside. A su vez, las particulas virales contienen las enzimas Proteasa, Transcriptasa
Reversa e Integrasa, las proteinas accesorias Vpr (Cohen et al., 1990), Vif (H. Liu et al., 1995) y
Nef (Welker et al., 1996), asi como también proteinas y factores de origen celular (Franke et al.,

1994; Y. Huang et al., 1994).



1.1.2 Ciclo replicativo de VIH-1.

Al igual que otros parasitos intracelulares, VIH-1 se aprovecha de la maquinaria celular
para realizar distintas etapas de su ciclo replicativo, el que se puede dividir en dos fases
principales: temprana y tardia. La fase temprana abarca desde la union del virus con los
receptores de la célula hospedera, hasta la integracion del ADN viral. La fase tardia, abarca

desde la transcripcion del genoma viral, hasta la liberacién y maduracién de nuevas particulas

virales (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo replicativo de VIH-1. El ciclo replicativo de VIH-1 consta de las siguientes
etapas: 1. Union, 2. Fusion, 3. Entrada de la cépside, 4. Inicio de la transcripcion reversa, 5.
Importacion, 6. Denudamiento, 7. Integracién, 8. Transcripcion, 9. Exportacion, 10. Traduccion,
11. Ensamblaje, 12. Liberacion y 13. Maduracion (Basado en Ramdas et al., 2020).



1.1.2.1 Fase temprana.

Entrada, transcripcién reversa, denudamiento e integracion. El ciclo replicativo
comienza con la union entre la proteina de superficie del virus gp120 con el receptor celular
CD4 (Maddon et al., 1986; McDougal et al., 1986). Esta primera interaccion permite la posterior
interaccion con los correceptores CCR5 0 CXCR4 (Choe et al., 1996; Feng et al., 1996). La
union con los correceptores induce la exposicion de gp4l y su insercion en la membrana
celular, en consecuencia, la membrana viral se fusiona con la membrana celular (Wilen et al.,
2012). La presencia de CD4 y correceptores, por lo tanto, determina qué células son
susceptibles a la infeccién por VIH-1, tales como los linfocitos T CD4+, monocitos, macréfagos,
microglias y células dendriticas.

Luego de la fusion, la capside viral ingresa al citoplasma y se inicia la transcripcion
reversa. El genoma viral es retrotranscrito por la Transcriptasa Reversa (RT). Esta proteina es
un heterodimero (p66/p51) con dos actividades enzimaticas: polimerasa de ADN dependiente
de ARN y RNasa H que permiten la sintesis de ADN a partir del ARNg y la degradacion del
ARN en el hibrido ARN-ADN (Lightfoote et al., 1986; Veronese et al., 1986). Al igual que otras
polimerasas de ADN, la RT necesita un partidor y un molde. En el caso de VIH-1, la RT utiliza el
tRNAYS3 como partidor, el cual se une a un sitio especifico dentro de la regién 5’ no traducida
(5’UTR) del ARN viral (Barat et al., 1989). La 5’UTR del ARN de VIH-1 es una region altamente
estructurada que contiene diversos dominios o elementos estructurales que cumplen funciones
en distintas etapas del ciclo replicativo del virus.

El mecanismo mediante el que la RT sintetiza ADN a partir de ARN es relativamente
complejo, y consiste en una serie de pasos donde ocurren transferencias o “saltos” de la
enzima, degradacion del ARN utilizado como molde y elongacion de las hebras de ADN (Hu &
Hughes, 2012). Cabe mencionar que en los extremos del genoma viral hay regiones que son

repetidos directos (R) y también regiones unicas denominadas U5 en el extremo 5’ y U3 en el



extremo 3’. Como resultado final de la retrotranscripcion, se genera un ADN de doble hebra con
una secuencia idéntica en los extremos, U3-R-U5, denominada repeticién terminal larga o LTR.
Posteriormente, la capside viral es importada al ndcleo a través del NPC, se desensambla y el
el ADN viral es integrado en el genoma de la célula hospedera gracias a la proteina viral
Integrasa, estableciendo el estado de provirus. Hasta hace poco se pensaba que la cpside
viral se desensamblaba en el citoplasma, que luego ocurria la transcripcion reversa vy,
posteriormente, el ADN viral ingresaba al nlcleo y se integraba. Sin embargo, estudios
recientes sugieren que la transcripcion reversa se inicia en la capside intacta la cual ingresa al
nucleo (Dharan et al., 2020; Guedan et al., 2021; C. Li et al., 2021; Zila et al., 2021) y que el
desensamblaje ocurre muy cerca del sitio de integracion en el cromosoma celular (Burdick et

al., 2020).

1.1.2.2 Fase tardia.

Transcripcion, splicing y exportacion. Una vez integrado, el provirus es transcrito por
la ARN polimerasa Il celular que se une a la regiéon LTR, en la que hay sitios de unién de
factores de transcripcion (Rosen et al.,, 1985). Una vez iniciada la transcripcion, la ARN
polimerasa se detiene durante la elongacién, produciendo sélo transcritos cortos (Kao et al.,
1987). La proteina viral Tat interactla con el factor positivo de la elongacién de la transcripciéon
(pTEFb), un complejo que normalmente esta inactivo, pero que es activado por Tat. El complejo
Tat-pTEFb ademas interactia con una serie de otros factores de elongacion. Tat se une a una
estructura de ARN denominada elemento de Respuesta a la Transactivacion (TAR) ubicada en
la 5’°UTR inmediatamente rio abajo del sitio de inicio de la transcripcién, reclutando a pTEFb
hacia ese lugar. Ahi, la quinasa CDK9, que forma parte del complejo pTEFb, se activa. Por un

lado, CDK9 fosforila factores inhibidores de la elongacion y, por otro lado, hiperfosforila al



dominio C-terminal de la ARN polimerasa Il, permitiendo la transcripcion completa del genoma
viral (Isel & Karn, 1999; Ivanov et al., 2000).

A partir de la transcripcion del provirus se origina un pre-ARNm de 9 Kb, similar al ARN
genomico viral (ARNg), que en su extremo 5’ tiene una estructura Cap y en su extremo 3’, una
cola poliA. Este pre-ARNm tiene dos regiones intrénicas y gracias al mecanismo del splicing
alternativo, se generan mas de 100 transcritos diferentes (Ocwieja et al., 2012), cuya
conformacion depende del sitio y del nimero de eventos de splicing. Especificamente, el pre-
ARNm tiene 4 sitios donadores y 8 sitios aceptores de splicing 6ptimos y subdptimos,
dependiendo de la similitud con la secuencia consenso y, ademas, posee elementos en cis
cerca de los sitios donadores y aceptores de splicing que regulan su actividad. Estos elementos
pueden ser activadores de splicing exénicos (ESESs), asi como también silenciadores de splicing
exoénicos (ESSs) e intronicos (ISSs) (Karn & Stoltzfus, 2012; Martin Stoltzfus, 2009; Tazi et al.,
2010). Estos transcritos se pueden agrupar en 3 clases diferentes: los que sufren splicing
completo (2 kb) o parcial (4 kb) y transcritos completos 0 ARNg que no sufren splicing (9 kb)
(Purcell & Martin, 1993). La presencia de intrones en los transcritos de 4 y 9 kb impide que
estos sean exportados del nucleo a través de la via candnica de exportacion de ARNm
celulares mediada por NXF1-NXT1 (TAP-pl15) y deben superar los mecanismos de retencion y
degradacion de transcritos que poseen intrones. La proteina viral Rev, sintetizada a partir de los
transcritos de 2 kb, permite resolver este inconveniente. Esta se une a una region especifica
denominada elemento de respuesta a Rev (RRE) presente en los transcritos de VIH-1 que
poseen intrones y recluta al factor de exportacion CRM1, cuya interaccion es estabilizada por
RanGTP. Asi, gracias al complejo ARN-Rev-CRM1-RanGTP, los transcritos de 4 y 9 kb son
exportados a través del complejo de poro nuclear (NPC) hacia el citoplasma donde reclutan la
magquinaria celular para ser traducidos (Askjaer et al., 1998; Malim et al., 1989; Pollard & Malim,

1998; Zapp & Green, 1989).



Traduccién. A partir de los transcritos de 2 kb se sintetizan las proteinas reguladoras
Tat, Rev y la proteina accesoria Nef. A partir de los transcritos de 4kb se sintetizan las proteinas
accesorias Vif, Vpu y Vpr, y la proteina de superficie Env. Por Ultimo, a partir del transcrito de 9
kb o ARNg se sintetizan las poliproteinas estructurales Gag y Gag-Pol (Kuzembayeva et al.,
2014). VIH-1 utiliza distintas estrategias de inicio de la traduccién. Se ha observado que en
etapas tempranas de la infeccién, el ARNg de VIH-1 utiliza el mecanismo canonico de inicio de
la traduccion, dependiente de Cap y de elF4E. Ademas de este mecanismo, existe evidencia de
que VIH-1 utiliza un mecanismo de inicio de la traducciéon no candnico dependiente de Cap y
del complejo de union a Cap (CBC) (Sharma et al., 2012). Sin embargo, en etapas tardias de la
infeccidn, VIH-1 genera un arresto celular en la fase G2/M, suprimiendo la traduccion canoénica
dependiente de Cap. En esta etapa, la traduccidon de los transcritos virales ocurre mediante
mecanismos no canonicos (Monette et al., 2013; Ricci et al., 2008). Tal es el caso del inicio de
la traduccion mediante un mecanismo dependiente de sitios internos de entrada de ribosomas
(IRES) (Barrera et al., 2020). EI ARNg de VIH-1 presenta dos IRES: uno en la regién 5-UTR y
otro en la region codificante de Gag (Brasey et al., 2003; Buck et al., 2001)y permiten el
reclutamiento de los ribosomas, independiente de Cap.

Ensamblaje, empaquetamiento, liberacién y maduracién. El ensamblaje de nuevas
particulas virales es un proceso orquestado por la proteina viral Gag, cuyos dominios cumplen
distintas funciones, incluyendo el trafico hacia el sitio de ensamblaje, el empaquetamiento del
ARNg, la incorporacion de Env y la multimerizacion de Gag y Gag-Pol (Freed, 2015). El sitio
primario de ensamblaje corresponde a la cara interna de la membrana plasmatica de la célula
hospedera y es dirigido por el dominio MA de Gag (Ono, 2010). Mediante el grupo miristato
ubicado en la region N-terminal, MA interactla y se inserta en la membrana plasmatica (Bryant
& Ratner, 1990; Ono et al., 2000). El empaquetamiento del ARNg es un proceso que depende

de estructuras presentes en la 5’UTR del ARNg y el dominio de Nucleocapside de Gag (Kutluay



& Bieniasz, 2010; Mailler et al., 2016). Por un lado, el ARNg dimeriza mediante la interaccion de
la estructura de dimerizacion (DIS) (Paillart et al., 1996; Skripkin et al., 1994). Por otro lado, el
dominio NC de Gag tiene dos dominios de tipo “dedos de zinc” que permiten la interaccién con
la sefial de empaquetamiento (Psi) del ARNg (Cimarelli et al., 2000). Asi, Gag interacciona con
el dimero del ARNg y empaqueta 2 copias de éste. Luego de la llegada a la membrana, el
dominio CA de Gag promueve la multimerizacion de Gag y Gag-Pol (Mateu, 2009). Finalmente,
las particulas son liberadas por yemacién, mediante la fisibn de la membrana gracias al
complejo ESCRT que es reclutado por el dominio p6 de Gag (Sundquist & Krausslich, 2012).
Las particulas liberadas son procesadas por la Proteasa viral, que procesa a Gag y Gag-Pol
dando origen a particulas maduras e infectivas (Bell & Lever, 2013; Freed, 2015).

Como se puede apreciar, ademas de ser la proteina mas abundante de las particulas
virales, Gag es un regulador fundamental en las distintas etapas de la fase tardia del ciclo
replicativo viral. Esta proteina se sintetiza exclusivamente a partir del ARN de 9 Kb o ARNg, el
cual cumple otra funcion fundamental, pues es empaquetado como genoma durante la
formacion de nuevas particulas virales; caracteristicas que lo hacen de particular interés

(Kuzembayeva et al., 2014; Mailler et al., 2016).

1.2 CAPITULO 2: Complejos Ribonucleoproteicos (RNPs).

A lo largo de su existencia, un ARNm pasa por diversas etapas: splicing, exportacion,
localizacién, traduccion y degradaciéon. Durante cada una de estas etapas, el ARNm no esta
solo, sino que se encuentra asociado con diversos factores celulares que determinan su destino
(Moore, 2005; Muller-Mcnicoll & Neugebauer, 2013; Singh et al., 2015). En otras palabras, todo
lo que le ocurre a un ARNm depende de los factores que interactien con él. Los complejos
formados por un ARNm y proteinas asociadas se denominan Complejos Ribonucleoproteicos

del ARNm (mRNPs). Asi, las proteinas de unién a ARN (RBPs) han sido foco de gran interés,



pues median la interaccion del ARNm con la maquinaria celular, brindando una capa de

regulacion adicional de la expresion génica.

1.2.1 Composicién de los complejos Ribonucleoproteicos.

Se han identificado diversas proteinas que forman parte de los mRNPs en células
eucariontes. Las primeras investigaciones detectaron proteinas que actualmente se sabe que
son ubicuas en los ARNm celulares, como por ejemplo, la familia de ribonucleoproteinas
heterogéneas nucleares (hnRNPS), proteinas ricas en arginina y serina (SR), proteinas de union
a poliA (PABP), proteinas de unién a Cap (CBP20/80, elF4E) y el complejo de unién a exones
(EJC) (Moore & Proudfoot, 2009; Singh et al., 2015). Con el desarrollo de técnicas como el
entrecruzamiento con luz UV, captura de ARNm y espectrometria de masas, estudios recientes
han identificado cientos de proteinas de union a ARNs (Baltz et al., 2012; Bao et al., 2018;
Castello et al., 2012; Urdaneta et al., 2019), llegando a sugerir que hay alrededor de 1000
proteinas capaces de unirse a los ARNm en células humanas (Hentze et al., 2018; Khong &
Parker, 2020).

La composicién de los mRNPs es dinamica. Se sabe que las primeras proteinas en
unirse a un ARN lo hacen en el nlcleo, de manera co-transcripcional, pero no lo acompafan
necesariamente durante todas las etapas posteriores. Ciertos eventos celulares, como la
exportacion a través del NPC, la llegada al citoplasma y la primera ronda de traduccion
impactan de manera importante la composicién de los mRNPs (Moore, 2005), pues la gran
mayoria de las proteinas que estaban asociadas al ARNm se desprenden, provocando un
reordenamiento de estos complejos. Aun asi, hay proteinas que se unen de manera mas
estable. De hecho, muchos componentes de los mRNPs citoplasmaticos son adquiridos en el

nucleo y permiten el acoplamiento de etapas sucesivas, como el splicing y la exportacion
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nuclear; y de otras no sucesivas, como el splicing y la traduccién (Giorgi & Moore, 2007; Moore

& Proudfoot, 2009).

1.2.2 Complejos Ribonucleoproteicos de VIH-1.

Como se vio en el capitulo anterior, el ARNg de VIH-1 es exportado por vias no
canonicas hacia el citoplasma, tiene una region 5’UTR altamente estructurada y es traducido
por mecanismos dependientes e independientes de Cap. Ademas, cumple dos funciones
relevantes: i) es utilizado como mensajero para sintetizar las proteinas virales Gag y Gag-Pol y
i) es empaquetado como genoma. Al igual que los ARNm celulares, las interacciones entre el
ARNg de VIH-1 con proteinas virales y celulares determinan su destino celular. Todo lo anterior,
ha generado un particular interés por estudiar e identificar las proteinas que forman parte de los
MRNPs del ARNg de VIH-1.

Por ejemplo, se han descrito la proteinas celulares que interactan con Tat y promueven
la transcripcion (Karn, 2011). Como se vio anteriormente, Tat activa a pTEFb y lo recluta hacia
el dominio TAR en la 5UTR. Ademas, se han identificado una serie de factores de
transcripcién/coactivadores y factores de elongacion que interactian con Tat-pTEFb como
AFF1, AFF4, ENL, AF9, ELL2, EAF1 y PAF1 (He et al., 2010; Sobhian et al., 2010). Este gran
complejo, promueve la elongacion de la transcripcion del genoma viral. También se han
estudiado los factores celulares que regulan el splicing alternativo del virus. Como se menciond,
a partir del ARNg de 9 Kb, se generan mas de 100 transcritos diferentes. Esto ocurre gracias a
la presencia de sitios donadores y aceptores de splicing, y a la presencia de elementos
silenciadores (ESSs e ISSs) o activadores (ESEs). Se han descrito dos familias de proteinas
gue se unen a estos elementos. Por un lado, las proteinas de la familia SR generalmente se
unen a ESEs y promueven el splicing. Entre ellas destacan las proteinas SF/ASF, SC35 y

SRp40 (Mayeda et al., 1999; Ropers et al., 2004). Por otro lado, las proteinas de la familia
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hnRNP generalmente se unen a ESSs e ISSs y reprimen el splicing. Entre ellas destacan las
proteinas de la familia hnRNP A/B (hnRNP Al, A2 y B1) (Caputi et al., 1999), hnRNP H
(Jacquenet et al., 2001) y hnRNP K (Marchand et al., 2011). Las proteinas hnRNPs suelen
encontrarse en el nucleo, sin embargo, también son capaces de salir hacia el citoplasma y se
ha observado que, ademas de su rol en la regulacion del splicing alternativo, algunas de ellas
forman parte de mRNPs relacionados con la exportacién nuclear y traduccién, como se vera
mas adelante.

Otro componente ampliamente estudiado de los mMRNPs del ARNg de VIH-1 ha sido la
proteina viral Rev y los factores celulares que interactian con ella. Como ya se mencioné, Rev
forma un complejo ARN-Rev-CRM1-RanGTP, permitiendo la exportacion de los ARNs con
intrones, pero también se ha observado un rol de Rev en traduccion. Asi, se han identificado
diversos factores celulares que interactian Rev y que regulan distintas etapas del metabolismo
del ARNg, como es el caso de las helicasas de ARN de tipo DEAD/H-box, tales como DDX1 y
DDXa3, entre otras (Fang et al., 2004; Frohlich et al., 2016; Yasuda-Inoue et al., 2013; Yedavalli
& Jeang, 2010); la proteina de interaccion con Rev/de union al dominio de activacibn Rex
hRIP/RAB (Sanchez-Velar et al., 2004); la proteina de matriz nuclear Matrin3 (Kula et al., 2011);
la helicasa MOV10 (F. Huang et al., 2015) y la proteina de degradacion de ARN UPF1 (Ajamian
et al., 2015), quienes participan en la estabilidad y exportacion de los transcritos con intrones.

Las proteinas que participan en el inicio de la traduccién también han sido un foco de
estudio importante. VIH-1 utiliza distintas estrategias de inicio de la traduccion, dependientes e
independientes Cap (Barrera et al., 2020; Monette et al., 2013; Ricci et al., 2008). Por un lado,
se han identificado proteinas que forman parte de los mRNPs no canénicos y promueven el
inicio de la traduccion dependiente de Cap, entre las que se encuentran las helicasas DDX3
(Soto-Rifo et al., 2012, 2013) y DHX9/RHA (Bolinger et al., 2007, 2010), Staufen 1 (Dugré-

Brisson et al., 2005), el autoantigeno La (Svitkin et al., 1994) y UPF1 (Ajamian et al., 2008). Por
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otro lado, se han identificado proteinas o factores que actian en trans sobre IRES (ITAFs), que
son necesarios para este tipo de inicio de la traduccién independiente de Cap (Barrera et al.,
2020). Algunos ITAFs de VIH-1 descritos a la fecha son: DDX3 (Liu et al., 2011), eS25 (Carvajal
et al., 2016), hRIP (Liu et al., 2011), HuR (Rivas-Aravena et al., 2009), GADD34 (Ishaq et al.,
2020), hnRNP Al (Monette et al., 2009), hnRNP U (Tesis Nataly Contreras 2018), hnRNP K
(Olguin Araneda, 2020) y Staufen 1 (Ramos et al., 2021).

Cabe destacar que varias de las proteinas mencionadas regulan mas de una etapa del
metabolismo del ARNg, como DDX3 (exportacion y traduccién), UPF1l (exportacion y
degradacion), hRIP (exportacion y traduccion) y hnRNP Al (splicing alternativo y traduccion),
evidenciando aun mas la relevancia que puede tener un factor que forma parte de los mMRNPs
del ARNg. Ademéas de las mencionadas, se han identificado decenas de proteinas que
interactian con el ARNg y regulan otras etapas del ciclo replicativo de VIH-1, como la
estabilidad y degradacion del ARN, el ensamblaje, el empaquetamiento y la liberacién de
nuevas particulas. Incluso, se han identificado un grupo de proteinas que también interactian
con el ARNg de VIH-1 y son capaces de metilar, demetilar y reconocer la metilacion de éste,
agregando aun mas complejidad a la regulacién de la expresion génica viral (Kennedy et al.,

2016; Lichinchi et al., 2016; Riquelme-Barrios et al., 2018; Tirumuru et al., 2016).

La gran mayoria de los estudios en que se identificaron las proteinas revisadas, se
basan principalmente en técnicas de ARN interferentes, sobreexpresion y/o silenciamiento de
genes, asi como también, inmunoprecipitaciones de proteinas virales. A finales de 2017, se
lograron identificar decenas de nuevas proteinas que forman parte de los RNPs del ARNg de
VIH-1 mediante una estrategia de captura del ARNg. Especificamente, se identificaron 189
proteinas virales y celulares que interactian con el ARNg, de las cuales 94 no habian sido

previamente descritas como proteinas que interacttan con el ARNg, ni tampoco con las
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proteinas virales Tat, Rev o Gag (Knoener et al., 2017). Recientemente, este mismo grupo de
trabajo, logro identificar similitudes y diferencias entre el interactoma del ARNg y el interactoma

de los ARN con splicing parcial y completo (Knoener et al., 2021)

Como se puede apreciar, se han identificado decenas de proteinas celulares que forman
parte de diversos mMRNPs del ARNg de VIH-1, regulando las distintas etapas por las que éste
transita. El conocimiento que se tiene acerca de las proteinas que interactian con el ARNg es
bastante amplio y ha sido profundizado por diversos grupos de investigacién. Sin embargo,
existe un componente importante de los mRNPs que habia sido ignorado hasta hace unos

anos: los ARN no codificantes.

1.3 CAPITULO 3: ARNs no codificantes.

Por mucho tiempo el concepto de “ADN basura”, es decir, secuencias de ADN que no
cumplen una funcibn aparente, era ampliamente aceptado. Actualmente, gracias a la
transcriptomica, se sabe que soélo el 2% del genoma codifica proteinas, pero que
aproximadamente el 80% es transcrito (Djebali et al., 2012; Harrow et al., 2012). Asi fue como
se identificaron los llamados ARNs no codificantes (ARNNc). Estos se pueden clasificar en dos
grandes grupos de acuerdo con su funcion i) los ARNnc de housekeeping, donde se encuentran
los ARN de transferencia, ARN ribosomales, ARN pequefios nucleares y ARN pequefios
nucleolares; y ii) los ARNnc reguladores (Eddy, 2001). Estos ultimos se han clasificado
arbitrariamente de acuerdo con su tamafio en dos subgrupos: los ARNnc cortos (< 200 nt) y los
ARNnNc largos (> 200 nt). De los ARNnc reguladores, los mas estudiados han sido los
microARNSs, que mediante apareamiento de bases con su ARNm blanco reprimen su traduccion
o inducen su degradacion (Bartel, 2009). Por otro lado, los ARNnc largos han emergido como

un grupo diverso y clave en la regulacion de la expresion génica.

14



1.3.1 ARNnc largos: Clasificacion y caracteristicas generales

Los ARNnNc largos se definen como aquellos ARNs con un tamafio mayor a 200 nt y que
no tienen potencial codificante, lo que tradicionalmente se ha definido como aquellas
secuencias que no presentan marcos de lectura abiertos (ORFs) mayores a 300 nt (100 aa)
(Kapranov et al., 2007). Esta definicion ha sido controversial, pues dentro de secuencias
descritas previamente como no codificantes, se han detectado pequefios ORFs que codifican
pequefas proteinas o micropéptidos que cumplen funciones relevantes (Hartford & Lal, 2020).
Sin embargo, el descubrimiento de micropéptidos funcionales no es excluyente con la funcion

reguladora propia de los ARNNc largos.

De los 61.533 genes anotados en el genoma humano, 19.982 corresponden a genes
que codifican proteinas, 7.567 a ARNnc cortos y 18.811 a ARNnc largos (GENCODE v39 13-
12-2021). Estos ultimos se pueden clasificar en 5 grandes grupos de acuerdo con su posicién
relativa en el genoma (Figura 2): i) Intergénicos. Ubicados entre dos genes codificantes, ii)
Intrénicos. Ubicados en un intron de un gen codificante, iii) Antisentido. Ubicados en la hebra
complementaria de un gen codificante, iv) Bidireccionales o Promotores. Transcritos desde un
promotor, en la direcciéon opuesta a su gen codificante y v) Enhancers. Ubicados en regiones

enhancer (Fernandes et al., 2019).

Los ARNnNc largos son transcritos por la ARN Polimerasa Il, por lo tanto, generalmente tienen
estructura Cap en 5 y cola poliA en 3'. Sin embargo, cada una de las subclases tienen
caracteristicas que comparten y que los diferencian. Los ARNnNc bidireccionales tienen un
tamafo entre 200-600 nt y presentan estructura 5-Cap y poliA. En cambio, los ARNNc
enhancers tienen un tamafo menor a 2000 nt, tienen estructura 5’-Cap, pero son procesados
por el complejo Integrator por lo que carecen de cola poliA. Ambos tipos de ARNnc son

retenidos en el nucleo, tienen una corta vida media y no esta claro si son funcionales o no (H.
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Wu et al., 2017). Aproximadamente la mitad de los ARNnNc largos son intergénicos (Ransohoff et
al., 2018), siendo esta la subclase mas abundante y estudiada. Esto ha llevado a que algunos
grupos de trabajo se refieran indistintamente a ARNnc largos y ARNnNc largos intergénicos. Los
ARNNC largos intergénicos se localizan en el nicleo y en el citoplasma, pero se encuentran mas
enriquecidos en el nucleo en comparacién con los ARNm. Ademas, pueden sufrir o no splicing,
son menos abundantes que los ARNm y su expresion es altamente tejido-especifica (Cabili et
al., 2011; Rinn & Chang, 2020). En promedio tienen un tamafio de 1 kb, pero se han descrito
algunos que pueden superar las 15 kb (Brockdorff et al., 1992; J. T. Lee et al., 1999; Sunwoo et
al., 2009). Los ARNnc antisentido tienen caracteristicas muy similares a los ARNnc

intergénicos, siendo la principal diferencia la region en el genoma donde estan codificados (Wu

et al., 2017).

1. Intergénicos 2. Intronicos

5'—{Gene Aj—{lincRNA—Gene B}—3' 5'—{Exon X = IncRNA —~Exon Y =—3'
3. Antisentido 4. Bidireccionales

E mRNA transcription E mRNA transcription
5 L Gene ;— 3 5 Gene }- 3
3 e aSINCRNA —— 5 3’ ~{INCRNA }—= 5

bidireclionalJ

IncRNA

transcription

5. Enhancers

Figura 2. Clasificacion de los ARNnc largos segun su locus genémico. Los ARNnNc largos se pueden
clasificar en 5 grupos de acuerdo a su posicion en el genoma: 1. Intergénicos, 2. Intrénicos, 3.
Antisentido, 4. Bidireccionales y 5. Enhancers (Fernandes et al., 2019).
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Debido a su gran tamafio, los ARNnNc largos pueden adquirir estructuras tridimensionales
y son capaces de interactuar con ARN, ADN y proteinas, mediante apareamiento de bases o
interacciones estructurales. Pueden actuar secuestrando ARN o proteinas, impidiendo su union
con sus moléculas blanco o guiandolas hacia ellas y también pueden actuar como andamios
promoviendo el ensamblaje de mMRNPs (Guttman & Rinn, 2012; Kazimierczyk et al., 2020; Rinn
& Chang, 2012). Todo esto los convierte en reguladores particularmente versatiles de la

expresion génica.

1.3.1.1 ARNnNc largos como reguladores transcripcionales y postranscripcionales.

A pesar de que casi un tercio de los genes anotados en el genoma humano
corresponden a ARNNc largos, su funcionalidad esta recién comenzando a ser develada. Se ha
identificado la funcién de alrededor de 3700 (Ma et al., 2019) de los cuales la mayoria son
biomarcadores de ciertas enfermedades, principalmente cancer (X. Zhang et al.,, 2019). Sin
embargo, los mecanismos mediante los cuales ejercen su efecto han sido escasamente
profundizados y sélo algunas decenas han sido caracterizadas. Los primeros ARNNc largos
descritos fueron identificados como reguladores transcripcionales, pues modulan el estado de
metilacién de la cromatina ya sea activandola o silenciandola. Un paradigmatico ejemplo es
Xist, un ARNnNc largo de 17 kb que participa en la inactivacién del cromosoma X (Brown C et al.,
1991) . Durante el desarrollo embrionario, Xist se une en cis a lo largo del cromosoma X desde
el cual es transcrito. Como consecuencia de esta uniéon ocurre el silenciamiento de un gran
numero de genes ubicados en dicho cromosoma. Se han identificado 6 dominios funcionales de
Xist, los que interactian con diversas proteinas entre las que se encuentran factores de
modificacion de la cromatina como el complejo de represivo PRC1 y PRC2 (Loda & Heard,
2019). Otros ejemplos de ARNnNc largos que inducen el silenciamiento de genes mediante el

reclutamiento de proteinas que modulan el estado de la cromatina son: H19 (Bartolomei et al.,
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1991), ANRIL (Yap et al., 2010) y HOTAIR (Rinn et al., 2007), entre otros. A diferencia de Xist,
HOTAIR actla en trans sobre sus genes blanco silenciando, por ejemplo, genes HOX mediante
el reclutamiento de PRC2 (Rinn et al., 2007). Por otro lado, existen ARNNnc largos que activan
genes, como es el caso de HOTTIP, que es transcrito en el extremo 5’ del locus HOXA y actla
en cis sobre genes de este mismo locus, promoviendo su activacion mediante el reclutamiento

del complejo de metilacion WDR-MLL (K. C. Wang et al., 2011).

La participacién de ARNNc largos en etapas postranscripcionales era desconocida hasta
hace menos de 15 afios. Actualmente se sabe que se pueden localizar tanto en el nticleo como
en el citoplasma e incluso en las mitocondrias (Aillaud & Schulte, 2020) y que, ademas de ser
importantes reguladores transcripcionales, estan involucrados directamente en todos los
procesos postranscripcionales de la expresién génica (Figura 3) (Noh et al., 2018; Statello et al.,
2021; Yoon et al., 2013). Por ejemplo, MALATL1 regula el splicing alternativo (Tripathi et al.,
2010); GASS5 y LincRNA-p21 inhiben la traduccion (G. Hu et al., 2014; Yoon et al., 2012) y
Uchl1-AS la activa (Carrieri et al., 2012). TINCR y BACE-AS promueven la estabilizacion de
ARNm (Faghihi et al., 2008; Kretz et al., 2013) y ¥2-sbsRNA induce su degradacion (Gong &
Magquat, 2011). Otra funcién ampliamente descrita de los ARNNnc largos es que actdan como
competidores enddgenos o “esponjas” de microARNs, impidiendo su interaccion con sus
moléculas blanco. Cabe mencionar que un mismo ARNnc largo puede participar en la

regulacion de mas de un proceso celular.

18



Traduccion Degradacion

L

N NG~ AAA

AR
%‘Nf

i S ol AAA

Unidn a RBPs Unidn a miARNs

Figura 3. Regulacion postranscripcional de los ARNnc largos. Los ARNnNc largos pueden regular la
expresién génica en distintas etapas postranscripcionales: Activando o inhibiendo la traduccion,
promoviendo o inhibiendo la degradacion de ARNs, secuestrando proteinas o miARNs e impidiendo su
interaccion con sus moléculas blanco.

1.3.1.2 ARNnNc largos y VIH-1.

En los ultimos afios, se han estudiado principalmente las interacciones entre VIH-1 y
microARNSs celulares y se han identificado decenas que interactian con los transcritos virales
regulando su traduccién o estabilidad (Balasubramaniam et al., 2018; Barichievy et al., 2015).
Los ARNnc largos que participan en el metabolismo de VIH-1 son un foco de atencion
emergente (Ray & Morris, 2020). Mediante el uso de microarreglos y herramientas de
secuenciacién masiva, se han encontrado decenas de ARNnNc largos que tienen una expresion
diferencial en diversos modelos de infeccién con VIH-1 (Postler et al., 2017; Trypsteen et al.,
2016, 2019). Hasta la fecha, se han caracterizado funcionalmente diez ARNnc largos que
afectan de alguna manera la replicacion del virus, de los cuales ocho han sido caracterizados

en los ultimos dos afios (Tabla 1). La mayoria ejerce una regulacion a nivel transcripcional,
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como es el caso de NRON (Imam et al., 2015; Li et al., 2016), uc002yug.2 (Huan et al., 2018),
MALATL1 (Qu et al., 2019), HEAL (Chao et al., 2019) y el recientemente descrito AK130181 (Li
et al., 2020). Otros ejercen una regulacién indirecta afectando el metabolismo de las células
infectadas, como es el caso de SAF, un factor anti-apoptético (Boliar et al., 2019), Lincp21 un
factor pro-apoptotico (Barichievy et al., 2018) y GAS5 que inhibe la replicacion viral mediante el
secuestro de miR-873 (Chen et al., 2018). El unico ARNnc largo descrito hasta la fecha que
regula el metabolismo de VIH-1 a nivel postranscripcional es NEAT-1, el cual ha sido
previamente asociado con la formacién de subdominios nucleares denominados paraspeckles
(Clemson et al., 2009). Al eliminar el gen NEAT1 disminuye la formacién de paraspeckles y
aumenta la exportacion de ARN vy la sintesis de proteinas virales. Por ello, se ha propuesto que
NEAT1 secuestra los ARN con intrones de VIH-1 en dichas estructuras (Zhang et al., 2013).

Aun asi, no se ha demostrado una interaccion directa entre NEAT-1y el ARNg de VIH-1.

Pese a que los ARNNc largos son capaces de regular la expresion génica en etapas
transcripcionales y postranscripcionales y a que son moléculas versatiles capaces de
interactuar con acidos nucleicos y proteinas, a la fecha no existen estudios que muestren la
presencia de ARNnNc largos asociados a los mRNPs del ARNg de VIH-1 ni su rol sobre la

replicacion viral. En esta tesis, se propuso evaluar estas posibilidades.
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Tabla 1. ARNNc largos que afectan el metabolismo de VIH-1.

Nombre

Tipo

Efecto sobre el metabolismo de VIH-1

Referencia

NEAT-1

NRON

uc002yug.2

GASS

Lincp21

MALAT1

SAF

HEAL

CCR5AS

AK130181

Intergénico

Antisentido

Intergénico

Antisentido

Intergénico

Intergénico

Antisentido

Intergénico

Antisentido

Intrénico

Promueve la formacién de paraspeckles y retiene
los ARNSs con intrones de VIH-1 en el nicleo,
inhibiendo la replicacion viral.

Inhibe la transcripcidn viral, pues estabiliza la
forma inactiva del factor de transcripcién NFAT e
induce la degradacion de la proteina viral Tat.

Activa la transcripcion viral, pues reduce los
niveles de RUNX1b/1c y aumenta los niveles de
Tat.

Inhibe la replicacion viral, pues GASS inhibe la
actividad de miR-873, un microARN que
promueve de la replicacion de VIH-1.

El virus secuestra las proteinas HuR en el ndcleo
y hRNP-K en el citoplasma, lo que impide que
lincp21 ejerza su funcién proapoptotica.

Activa la transcripcion viral, pues impide que el
complejo de silenciamiento génico PRC2 se una
alaregion LTR de VIH-1.

Macréfagos infectados con VIH-1 tienen mayor
expresién de SAF, que inhibe la actividad de
caspasas apoptéticas.

Activa la transcripcion viral, pues al interactuar
con FUS, promueve la acetilacion de H3K27 y el
enriquecimiento de p-TEFb en el promotor de
VIH-1.

Estabiliza al ARNm CCRS5, promoviendo su
expresioén en la superficie celular.

Inhibe la transcripcion viral, pues inhibe a NF-kB

(zZhang et al., 2013)

(Imam et al., 2015)

(Huan et al., 2018)

(Chen et al., 2018)

(Barichievy et al., 2018)

(Qu et al., 2019)

(Boliar et al., 2019)

(Chao et al., 2019)

(Kulkarni et al., 2019)

(Li et al., 2020)
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis
“Los mRNPs del ARNg de VIH-1 contienen ARNNc largos que podrian afectar la replicacion del

virus”.

2.2 Objetivo general

Identificar ARNNc largos que forman parte de los MRNPs del ARNg de VIH-1 y determinar si

alguno afecta la replicacion del virus.

2.3 Objetivos especificos
1) Aislar los mRNPs del ARNg de VIH-1.
2) Identificar los ARNnNc largos asociados al ARNg de VIH-1.

3) Determinar el efecto de un ARNnc largo asociado al ARNg de VIH-1 sobre la replicacion

viral.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Plasmidios

Todos los plasmidios utilizados en este trabajo estan descritos en la Tabla 2.

Tabla 2. Plasmidios utilizados en este trabajo.

Plasmidio Caracteristicas Referencia

Vector proviral que codifica todos los genes del VIH-
1, excepto env donde hay una insercion de 4pb que
pNL4.3AEnv genera un corrimiento del marco de lectura que Toro-Ascuy et al., 2018
genera un codon de término prematuro, impidiendo
sintesis de la proteina de la envoltura.

Vector que codifica la proteina de la envoltura del
pCMV-VSVg virus de la estomatitis vesicular bajo el control del Addgene
promotor de citomegalovirus.

Vector que codifica al ARNnc largo HAR1A bajo el

control del promotor de citomegalovirus Este trabajo

pcDNA-HAR1A

Vector que codifica a la luciferasa de Renilla, pero

pcDNA-GlobinRen carece de intrones por lo que tiene bajos niveles de Ricci et al., 2009
traduccion.
pBSKGagPol Vector que codifica los genes gag y pol, flanqueados Soto-Rifo et al., 2013

por sitios promotores T3y T7

3.2 Cultivo Celular.

Las lineas celulares adherentes: HEK293T, HelLa, Huh7, U20S y C20 fueron cultivadas
en medio DMEM (Hyclone) y las células en suspension J-Lat y Jurkat en medio RPMI (Hyclone).
Los medios fueron suplementados con suero fetal bovino al 10% v/v final, solucién de
antibidticos y antimicoticos 1X final (Sigma-Aldrich) y L-Glutamina 2mM final (Thermo Fisher).
Las células fueron mantenidas a 37°C con una concentracion de 5% CO. en la atmésfera.

Dependiendo de la escala de los experimentos, las células fueron sembradas en placas de 6
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pocillos con 2 ml de medio por pocillo, en placas de 100 mm con 10 ml o en placas de 150mm

con 20 ml.

3.3 Activacion de células J-Lat.

Se trabajé con células J-Lat clon 10.6 (Jordan et al., 2003). Las células se separaron en 2
cultivos a una concentracion de 1 millon cél/ml. A uno de ellos se les agreg6 forbol 12-miristato
13-acetato (PMA) (Merck) a 10 ng/ml final en DMSO (Merck). Al cultivo control se le agreg6 un
volumen de DMSO equivalente. Las células se cosecharon a distintos tiempos post-activacion,
se centrifugaron a 100 x g y se lavaron 2 veces con PBS 1X, para posteriormente realizar la

extraccion de ARN y proteinas segun corresponda.

3.4 Preparacion de particulas virales.

Las particulas virales se prepararon mediante la transfeccién de células HEK293T. Para
ello se sembraron 1,5 millones de células en una placa de 100 mm. Luego de 24 h, se realizé
la transfeccion utilizando polietilenimina (PEI) de ~25000 Da, siguiendo el protocolo
previamente estandarizado por nuestro laboratorio (Fréhlich et al., 2016; Garcia-de-Gracia et
al., 2021; Toro-Ascuy et al., 2018). Brevemente, se mezclaron los plasmidios pCMV-VSVg y
pNL4.3AEnv en partes iguales con PEI en NaCl al 0,9%. Se utiliz6 una razén de 1/15 de ug de
ADN/ul de PEI. La mezcla de ADN con PEI se incub6 a temperatura ambiente por 20 min y
luego se agreg6 a las células. Las particulas virales se recuperaron 72 h post-transfeccién a
partir del sobrenadante del cultivo el cual fue filtrado (filtro de celulosa 0,22 um; TCL) y utilizado

inmediatamente o guardado a 4°C hasta un maximo de 24 h.

3.5 Infeccion de células.
Las células adherentes se sembraron para ser infectadas 24 h después a un 70-80% de
confluencia. Las células Jurkat fueron sembradas a 1 millén de cél/ml para ser infectadas 2-4 h

después. Se retird0 el 50% del medio y se le agregd un volumen equivalente de los virus
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filtrados. Se mantuvieron a 37°C y 5% de CO; hasta ser cosechadas a distintas horas post-
infeccidn. Las células adherentes fueron lavadas 2 veces con PBS 1X directo en la placa y las
células en Jurkat se centrifugaron a 100 x g por 5 min y también se lavaron 2 veces con PBS

1X, para posteriormente realizar la extraccién de ARN y proteinas segun corresponda.

3.6 Extraccion de ARN total.

Las células cosechadas previamente y lavadas con PBS 1X se centrifugaron a 5000 x
rpm por 5 min a 4°C. El pellet celular se resuspendié en 200 ul de PBS y se agreg6é 1 mL de
TRIzol® (Thermo Fisher). Se mezcld con vortex por 30 s y se incubd a temperatura ambiente
por 5 min. Se agregaron 200 pl de cloroformo, se mezclé con vortex por 30 s y se centrifugé a
10000 x rpm por 5 min. Se recuperaron 500 pul de la fase acuosa y se le agregé 500 ul de
isopropanol a temperatura ambiente Se mezclé por vortex por 30 s, se incubd a temperatura
ambiente por 5 min y se centrifugé a 13000 x rpm por 20 min a 4°C. Luego, se descarto el
sobrenadante y el pellet se lavé cuidadosamente con etanol 70% centrifugando a la misma
velocidad. Se descart6é el sobrenadante, el pellet se sec6 a temperatura ambiente y se
resuspendié en 17 ul de agua ultrapura. EI ARN obtenido fue tratado con DNasa utilizando el kit
TURBO DNA-free™ (Thermo Fisher) por 30 min a 37°C siguiendo las indicaciones del
fabricante. La concentracion del ARN obtenido se cuantifico midiendo la absorbancia a 260 nm

con el lector de placas SYNERGY HTX multi-mode (BioTek).

3.7 RT-PCR en tiempo real.

La transcripcion reversa se realizd utilizando el kit High-Capacity RNA-to-cDNA™
(Thermo Fisher) con partidores al azar, siguiendo las indicaciones del fabricante. Para cada
reaccion se utilizaron 300 ng de ARN total. Para el PCR cuantitativo (QPCR) cada reaccion se
hizo en 25 ul de volumen total. Asi, para cada reaccion se agregaron 5 pl de ADNc

(previamente diluido 1/10), 12,5 pl de Brilliant Il SYBR® Green QPCR Master Mix 2X (Agilent),
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0,4 pl de mezcla partidores sentido y antisentido (10 uM cada uno) y 7,1 pl de agua ultrapura.
La reaccion fue amplificada con el equipo AriaMx Real-Time PCR System (Agilent
Technologies) y el programa consistié en una incubacion inicial a 95°C por 10 min y 40 ciclos
de: 95°C por 15 s, 60°C por 15 sy 72°C por 15 s. Los niveles relativos del ARN de interés se
calcularon respecto a los niveles de GAPDH, utilizando el método o ecuacion de Pfaffl, que

incorpora la eficiencia de los partidores. Los partidores se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Lista de partidores utilizados en este trabajo

Partidor Secuencia (5’— 3’)
Fw: GCAGTGGCGCCCGAACAGG
ARNgde VIH-1 o T TTGGCGTACTCACCAGTC
Fw: AGCCACATCGCTCAGACAC
GAPDH
RV: GCCCAATACGACCAAATCC
oL Fw: ATCGGGTGTCCGCACTAAG
Rv: CACCCCTCCTTAGGCAACCT
Fw: GTCGGTAGAGCATCAGACTT
tRNALys3 Rv: CGCCCGAACAGGGACTT
. Fw: CCAACGACTTCTACCACCTCT
Linc00938 Rv: CGGAGCAGTCACCTCAGC
Fw: GTGCCTTCTGTTAGCCAT
Inc-ISL2-1
Rv: CAAGCCTTCCATCATCTG
Fw: AAGTTTAGCATCCAATGACCCA
HARIA W

Rv: CTCAAGGCTCGCTCTGTG
Fw: TAGGAGCAGAACTGTTGT
Rv: ATAATGAAGGGGCTGTGA

Inc-TMEM105-2

3.8 Extraccién de proteinas totales.

La células adherentes se lavaron con PBS y se lisaron con 80 pul de buffer de lisis frio
(NaCl 100 mM; NP-40 0,5%; EDTA 1mM y Tris-Hcl 10mM pH 7,5) agregado directamente en la
placa de cultivo. Las células con buffer de lisis se soltaron con un rastrillo y se traspasaron a un
tubo. Las células en suspension se lavaron con PBS mediante centrifugaciones a 100 x g y se

les agrego buffer de lisis en el tubo. Una vez en buffer de lisis, se mezclaron intensamente por
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vortex por 30 s y se congelaron a -20°C por al menos 24 h antes de continuar con la extraccion.
El lisado se descongel6 en hielo, se centrifugd a 5000 x rpm por 5 min en hielo, se recupero el
sobrenadante y se cuantificaron la proteinas totales con el método de Bradford utilizando el
reactivo Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del

fabricante y con el lector de placas SYNERGY HTX multi-mode (BioTek).

3.9 Western blot.

Una vez cuantificadas las proteinas, a cada muestra se les agreg6 buffer de carga
Laemeli y se calentaron a 95°C por 5 min. Se cargaron 30 ug de proteinas por pocillo en un gel
de acrilamida de dos fases: una fase concentradora compuesta por acrilamida al 5% y una fase
separadora compuesta por acrilamida al 10%. La electroforesis se realizé en buffer de corrida
(Tris 25mM; glicina 190 mM y SDS 0,1% finales) a un voltaje constante de 80 V durante 20 min
y 120 V durante 2 h o hasta que el frente de migracién cayera del gel. Luego se realiz6 la
transferencia desde el gel a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF), previamente
activada con metanol, a un amperaje constante de 0,4 A durante 1h 30 min a 4°C en buffer de
transferencia (Tris 25 mM pH 8,0; glicina 190 mM y metanol 20% finales). Posteriormente, la
membrana se incub6 en solucién de blogueo (5% de Blotting grade blocker (BioRad) en TBS-T)
con agitacién durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, la membrana se incub6
con el anticuerpo primario correspondiente diluido en solucién de bloqueo al 0,5% en TBS-T
durante toda noche con agitacion a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-p24
diluido 1:1000 (NIH AIDS Reagents Program, Cat N° #3537), anti-GAPDH diluido 1/5000
(Santa Cruz Biotechnologies, Cat N° #sc-51905). Posteriormente, la membrana se lavo 3 veces
con buffer TBS-T y se agrego el anticuerpo secundario Anti-Raton HRP diluido 1:5000 solucion
de bloqueo al 0,5% en TBS-T (Jackson InmunoResearch) y se incubaron con agitacion durante

3-4 h a temperatura ambiente. Nuevamente, la membrana se lavo 3 veces con TBS-T y incubd
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utilizando el sustrato Immobilon Forte Western HRP (Merck) o PierceTM ECL Western blotting
(Thermo Scientific). Para la deteccién de la reaccién quimioluminiscente se utilizé el equipo

HD9 Western Blot Imaging System (Uvitec Cambridge).

3.10 Preparacion de la sonda biotinilada.

Transcripcion in vitro: Se prepar6é la sonda antisentido contra el ARNg de VIH-1
utilizando el vector pBSKGag-Pol (Figura 4A). Para comenzar, se digirio el vector con la enzima
EcoRI durante 4 h. El vector digerido se purificé agregando 2,5 volimenes de etanol 100% frio
e incubando durante toda la noche a -20°C. Se centrifugd a 13000 rpm durante 30 min a 4°C,
se lavd con etanol al 70% y se resuspendié en agua ultrapura. Se visualizé el vector digerido
mediante electroforesis en gel de agarosa y se cuantific6 midiendo la absorbancia a 260 nm.
Luego, se realizo la reaccién de trascripcion in vitro utilizando la ARN Polimerasa T3 (Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion se hizo en un volumen total de 25 pl de

acuerdo con lo mostrado en la Tabla 4.

Tabla 4. Reaccion para la transcripcion in vitro

Volumen (ul) Reactivo

0,75 DTT (100 mM)

4 Mezcla de rNTPs (*)

5 Buffer de Transcripcion (5X)

0,5 RNasa in (40 U/ul)

1 ADN molde(1 pg/ul)
0,46 ARN pol T3 (18.4 U/ul)
13,29 Agua ultrapura

La mezcla de rNTPs (*) con 50% de UTP-16-biotina (Epicentre) consistio en: rATP, rCTP y

rGTP 10mM final, UTP 5mM final y UTP-16-biotina 5mM final. La reaccion se incub6 a 37°C
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durante 5 h. Luego, se hizo un tratamiento con DNasa utilizando el kit TURBO DNA-free™
(Thermo Fisher) por 30 min a 37°C siguiendo las indicaciones del fabricante.

Purificacién: EI ARN transcrito se purifico utilizando las perlas magnéticas Agencourt®
RNACIlean® XP (Beckman Coulter) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion de 25
ul se llevo a un volumen final de 50 ul con agua ultrapura. Se agregaron 1,8 voliumenes (90 pl)
de perlas magnéticas. Se homogeneizaron mediante pipeteo y se incubaron por 5 min. Los
tubos se insertaron en una gradilla magnética, se incubaron durante 5 min y se descart6 el
sobrenadante. Se lavaron 2 veces con 180 ul de etanol 70% sin perturbar las perlas. Se
descart6 el etanol, se centrifugd a 1000 x g durante 1 min, se insertaron los tubos en la gradilla
magnética, se incubaron 30 s y se retir6 todo el etanol excedente. Se incubaron los tubos
destapados durante 2-5 min cuidando que las perlas nunca se secaran por completo.
Finalmente, se resuspendieron en 12 ul de agua ultrapura, se incubaron durante 3 min, se
insertaron en la gradilla magnética, se incubaron 3 min y se recupero el eluido en un tubo
nuevo. Todo fue realizado a temperatura ambiente. El ARN recuperado se cuantific6 midiendo
la absorbancia a 260 nm con el lector de placas SYNERGY HTX multi-mode (BioTek).

Fragmentacién y purificacion desde gel: La fragmentacién se llevé a cabo con el kit
Ambion™ fragmentation reagents (Thermo Fisher) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se realiz6 la reaccion de fragmentacion con 5 pug de ARN en 10 pl de volumen
total. Se incubé a 70°C por 15 min. Inmediatamente se agreg6 el reactivo para detener la
reaccién y se mantuvo en hielo. Para recuperar la sonda fragmentada se hizo una electroforesis
en gel de Acrilamida-Urea, el cual se precalent6 a 17 watts constantes durante 1 hora, luego se
cargaron las muestras y se corrieron a la misma corriente durante 1 hora en buffer TBE. El gel
se tind con SYBR™Gold (Thermo Fisher) en buffer TBE durante 10 min protegido de la luz,
luego se visualizd en un transiluminador con luz UV y se cort6 la sonda del tamafio deseado. El

gel se trituré en buffer de elucién de gel (NaCl 30 mM y EDTA 10 mM) , se incub6 en agitacion
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durante toda la noche y se recupero el sobrenadante. Se cuantificé midiendo la absorbancia a

260 nm, se alicuotdé y se mantuvo a -80°C hasta ser utilizada.

3.11 Purificacion de ARN Antisentido (RAP).

Se trabajo con células J-Lat activadas o células Jurkat infectadas y su respectivo control.
Para los ensayos piloto se usaron 5 millones de células y para los ensayos definitivos se usaron
15-30 millones de células. Todos los buffers utilizados fueron frescos, preparados el dia
anterior. El ensayo descrito corresponde a 30 millones de células, pero se puede escalar segun
corresponda.

Las células se centrifugaron a 100 x g por 5 min y se lavaron con PBS 1X. Luego se
resuspendieron en 10 ml de PBS 1X y se les agreg6 27 pl de formaldehido 37% (0,1% final) y
se incubaron por 15 min a temperatura ambiente. Se agreg6 1,25 ml soluciéon de quenching
(Glicina 2 M; Tris-HCI 25 mM pH 7,0), se centrifugaron a 100 x g por 5 min, se eliminé el
sobrenadante y las células se resuspendieron con buffer hipoténico frio (Tris-HCI 20 mM pH 7,5;
NaCl 15 mM; EDTA 0,5 mM; Tritén X-100 0,1% e inhibidor de proteasas) y se incubaron en
hielo por 10 min. Posteriormente, se sonicaron a 40% de amplitud con el equipo Microson™
Ultrasonic cell disruptor XL por un total de 30 segundos en frio con un régimen de 2 s
encendido y 10 s apagado. El lisado celular se alicuoté en tubos para microcentrifuga y se
centrifugaron a 15000 x g por 10 min para remover el material insoluble. Se recupero el
sobrenadante en un tubo cénico y se le agreg6 un volumen equivalente de buffer de hibridacién
2X (Tris-HCI 20 mM pH 7,5; EDTA 7 mM; EGTA 3 mM; LiCl 150 mM; NP-40 1%; N-
lauroilsarcosina 0,2%; deoxicolato de sodio 0,1%; tiocianato de guanidinio 3 My TCEP 2,5 mM
finales). Se agregaron 180 pl de perlas magnéticas acopladas a estreptavidina (Promega)
previamente lavadas 2 veces con buffer de hibridacién 1X. Se incubaron a 55°C por 30 min a
1400 rpm. Se insertaron los tubos en una gradilla magnética y se transfiri6 sobrenadante a un

tubo nuevo. Se guardé una alicuota de la muestra como input. Luego, se agregaron 3 ug de la
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sonda biotinilada (1 pg de sonda por cada 10 millones de células) y se incubé la reacciéon de
hibridacion durante 2 h a 55°C a 1400 rpm. Para la captura se agregaron 180 ul de perlas
acopladas a estreptavidina Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 (Thermo Fisher)
previamente lavadas 2 veces con buffer de hibridacion 1X y se incubaron durante 30min a 55°C
a 1400 rpm. Los tubos se insertaron en una gradilla magnética y se descart6 el sobrenadante.
Las perlas con los complejos asociados, se lavaron 2 veces con buffer de lavado (20 mM Tris-
HCI pH 7,5; 10 mM EDTA; 1% NP-40; 0,2% N-lauroilsarcosina; 0,1% de deoxicolato de sodio y
3M de tiocianato de guanidinio) y los complejos se eluyeron por 5 min a 95°C con buffer de
elucion (20 mM de Tris-HCI pH 7,5; 10 mM de EDTA,; 2% de N-lauroilsarcosina y 2,5 mM de
TCEP). Se recuperé lo eluido y se traté con Proteinasa K. Finalmente, se hizo una extraccion de

ARN con TRIzol® y se analiz6 el enriqguecimiento de ARNg mediante RT-qPCR.

3.12 Sobreexpresion de HAR1A.

En primer lugar, la secuencia de HAR1A (ENSG00000225978) fue sintetizada y clonada en
el sitio Nhel/Xbal del vector pcDNA3.1 (pcDNA-HAR1A) mediante el servicio otorgado por
GeneScript. Se sobreexpres6 HAR1A en 3 lineas celulares: HelLa, Huh7 y C20. Cada linea
celular se sembré por duplicado en placas de 6 pocillos. Se sembraron 250.000 células Hela,
200.000 Huh7 y 200.000 C20. Luego de 24 h se transfectaron las distintas lineas celulares con
1 pug y 2 ug de pcDNA-HARI1A vy se utiliz6 como control de transfeccion el vector pcDNA-
GlobinRen. Asi, en todas las condiciones se transfectaron siempre 2 pug de ADN total: el control
se transfectd con 2 pg de pcDNA-GlobinRen; la condicién 1) se transfecté con 1 pg de pcDNA-
GlobinRen y 1 ug de pcDNA-HAR1A y la condicidn 2) se transfecté con 2 pg de pcDNA-HAR1A.
Se hizo la mezcla de transfeccién para cada pocillo compuesta por 2 pg de ADN, 10 pl de PEIl'y

188 ul de NacCl al 0,9%, se incub6 a temperatura ambiente por 20 min y se agreg6 a las células.
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A las 24 hpt, se lavaron las células con PBS 1X, se agregé 1 ml de medio y 1 ml de particulas
virales preparadas como se describe en la seccion 3.3. A las 20 hpi se lavaron 2 veces con PBS
1X y cosecharon las células. Posteriormente, se realizé una extraccion de ARN total y de

proteinas siguiendo lo indicado en las secciones 3.5y 3.7.
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4 RESULTADOS
4.1 OE1. Aislar los mRNPs del ARNg de VIH-1.

4.1.1 Preparacion de sonda antisentido biotinilada.

Con el objetivo de capturar el ARNg de VIH-1 con los ARNs que formarian parte de los
MRNPs, se desarroll6 un protocolo de preparacion de sonda de ARN antisentido de VIH-1
mediante transcripcion in vitro con el 50% de los rUTPs biotinilados. Para ello, se us6 como
molde el vector pBSKGagPol, donde los genes Gag-Pol se encuentran flaqueados por
secuencias promotoras T7 (para transcripcion sentido) y T3 (para transcripcion antisentido). El
vector se cortd con la enzima EcoRl, se purificO mediante precipitacion con etanol y se realizo la
transcripcion in vitro con la polimerasa T3 (Figura 4). El producto de la transcripcién se tratd con
TURBO™ DNasa, se purificé con perlas Agencourt RNA Clean XP y se fragment6 con un kit de
fragmentacion de RNA. Por un lado, se evaluaron distintos tiempos de fragmentacién y se
encontré que con 15 min de incubacién se obtienen fragmentos de 300 nt o0 menor tamafio, por
lo que se continué preparando la sonda con ese tiempo de incubacién (Figura 4A). Para
recuperar la sonda y optimizar su especificidad, se probaron distintos métodos de precipitacion
y purificacion con el objetivo de eliminar nucleétidos libres y fragmentos muy pequefios (Figura
4B). Sin embargo, con todos los métodos de precipitacion, ademas de los fragmentos del
tamafio deseado, se recuperaron fragmentos de tamafios muy pequefios. Al intentar purificar la
sonda con perlas Agencourt RNA Clean XP, la eficiencia de recuperacion fue muy baja (menor
al 10%). Por lo tanto, se decidi6é purificar la sonda directo desde un gel de Acrilamida-Urea.
Para ello, luego de correr las muestras fragmentadas en el gel, se recuperd la sonda de un

tamario entre 300 y 50 nt aproximadamente, cortando directamente desde el gel.
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Figura 4. Preparacion de la sonda de ARN antisentido de VIH-1. A) La sonda se prepar6 mediante
transcripcion in vitro usando como molde el vector pBSKGagPol digerido con EcoRI. El 50% de los rUTPs
incorporados corresponden a 16-UTP-biotina. El producto de la transcripciéon fue tratado con DNasa,
purificado con perlas Agencourt y fragmentado. Los fragmentos fueron cargados en un gel de Acrilamida-
Urea desde el cual se cort6 y recuperé la sonda con un tamafio entre 300 y 50 bp aproximadamente. B)
El tamafio de la sonda se visualizO6 mediante Urea-PAGE. lIzquierda: se evaluaron 3 tiempos de
fragmentacion: 15, 12 y 9 min. Derecha: se evaluaron distintos métodos de recuperacion de la sonda: 1.
Acetato de amonio + glicbgeno; 2. Acetato de amonio; 3. LiCl; 4. Perlas Agencourt. 5. Sin purificar.
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4.1.2 Capturadel ARNg de VIH-1 a partir de células J-Lat.

En una primera etapa, se trabajoé con células J-Lat clon 10.6, una linea celular derivada
de linfocitos T (Jurkat) utilizadas como modelo de latencia de VIH-1 pues tienen integrado el
genoma completo de VIH-1, pero con un corrimiento en el marco de lectura del gen env y con el
gen gfp en el sitio del gen nef. La transcripcion viral en estas células puede ser activada con
compuestos como el forbol 12-miristato 13-acetato (PMA). Con el objetivo de determinar un
tiempo Optimo de activacion de dichas células, se realiz6 una cinética de activacion. Se
cosecharon las células entre 0 y 24 h post-activacién (hpa) en intervalos de 4 h. De las células
colectadas se hizo una extraccion de ARN para analizar la expresion de ARNg mediante RT-
gPCR y una extracciéon de proteinas totales para analizar mediante Western blot la expresion de

la proteina viral Gag (Figura 5).
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Figura 5. Cinética de activacion de células J-Lat. Se hizo una cinética de activacion de células J-Lat
con PMA a 10 ng/ml. Se cosecharon las células entre 0 y 24 h post-activacion en intervalos de 4 h. A)
Niveles relativos de ARNg, medidos por RT-qPCR. Los valores de expresion relativa del ARNg fueron
normalizados por los niveles de GAPDH B) Nivel de expresién de la proteina viral Gag analizados
mediante Western blot usando anticuerpo monoclonal anti-p24. Se usé anti-actina como control de carga.
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A partir de estos resultados se decidié que la captura de ARNg se realizaria 14 hpa, pues en
ese tiempo se observan altos niveles de ARNg, pero no tan altos niveles de Gag. En otras
palabras, se espera que la poblacién de ARNg capturado a las 14 hpa esté en fases previas o
iniciales de la traduccién que justamente son las fases de regulacion de interés en esta tesis.
Una vez definido el tiempo post-activacion en el que se realizaria la captura de los mMRNPs de
VIH-1, se hizo un ensayo piloto de captura con 5 millones de células J-Lat a las 14 hpay 24 hpa
y un control sin activar, utilizando la sonda antisentido previamente preparada. Se ajustd y
estandarizo el protocolo para poder capturar los mMRNPs a partir de lo publicado por McHugh et
al., 2015, como se detalla en la seccion 3.11 y se comenta brevemente a continuaciéon (Figura
6). Las células activadas y sin activar se trataron con formaldehido 0,1%, se lisaron con buffer
hipotdnico, se sonicaron y centrifugaron. Se recuperé el sobrenadante, se le agreg6 buffer de
hibridacion y se incub6 con perlas acopladas a estreptavidina. Posteriormente se retiraron las
perlas, se agregd la sonda antisentido biotinilada y se incub6 durante 2 h. Los mRNPs del
ARNg se capturaron con perlas magnéticas acopladas a estreptavidina. Las perlas con los
MRNPs asociados, se lavaron con buffer de lavado y los mRNPs se eluyeron con buffer de
eluciéon. Se recuper6 lo eluido y se tratdé con proteinasa K. Finalmente, se hizo una extraccion
de RNA y se analizé6 mediante RT-gPCR. En este primer ensayo se logré enriquecer 200 y 400
veces el ARNg capturado en células activadas 14 y 24 hpa respectivamente, relativo a GAPDH
como ARN control (Figura 7). Este resultado muestra que esta estrategia de captura y que el
protocolo de preparacion y recuperacion de la sonda antisentido permiten aislar

especificamente el ARNg de VIH-1.
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Figura 6. Purificacion de ARN antisentido (RAP). Linfocitos T que expresan el ARNg de VIH-1 fueron
tratados con formaldehido y lisados con buffer hipoténico y sonicacion. Se agregd la sonda biotinilada al
lisado celular y se incubd 2h a 55°C (1400 rpm). La sonda unida a los mRNPs del ARNg fueron
capturados con perlas magnéticas acopladas a estreptavidina. Los complejos fueron eluidos a 95°C y
tratados con proteinasa K. Finalmente, se hizo una extraccion con fenol:cloroformo y los ARN

recuperados fueron analizados mediante RNA-Seq.
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Figura 7. Ensayo piloto de captura del ARNg de VIH-1. Se capturé el ARNg a partir de 5 millones
células J-Lat 14hpa, 24 hpa y control sin activar, utilizando la sonda antisentido preparada previamente.
A) Niveles relativos de ARNg, medidos por RT-gPCR. Los valores de expresion del ARNg fueron
normalizados por los niveles de GAPDH. B) Nivel de expresion de la proteina viral Gag analizados
mediante Western blot usando anticuerpo monoclonal anti-p24. Se usé anti-actina como control.

Una vez definidos los parametros para la purificacion de los mRNPs del ARNg, se realizé la
captura del ARNg a partir de 15 millones de células J-Lat a las 14 hpa y un control sin activar
(Figura 8A). Al analizar los niveles de ARNg mediante RT-qPCR se logré enriquecer
aproximadamente 6000 veces el ARNg de VIH-1, relativo a GAPDH como control. Lo anterior
muestra que la estrategia permite capturar especificamente el ARNg de VIH-1, sin embargo, no
proporciona informacién acerca de si es posible capturar ARNs que formen parte de los mMRNPs
de éste. Para ello, se quiso evaluar la presencia de dos ARNnc: tRNAYS3 y 7SL. El tRNAYS2 fue
seleccionado como control positivo porque normalmente interactda con el ARNg de VIH-1 dado
gue es utilizado como partidor para la transcripcién reversa (Kleiman et al., 2010) y 7SL fue
elegido como control negativo, pues es un ARNnc largo empaquetado por el virus, pero que no
interactia directamente con el ARNg (Wang et al., 2007). Al comparar los niveles de ambos

ARNSs, se observé que como era de esperar sélo el tRNAY3 y no el RNA 7SL esta enriquecido
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relativo al mock (Figura 8B), lo que indica que el protocolo de captura permite purificar el ARNg
de VIH-1y al menos un ARN asociado a él. Por lo tanto, esta estrategia permitiria capturar otros

ARNs que forman parte de los mMRNPs del ARNg de VIH-1.
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Figura 8. Enriqguecimiento de ARNg y ARNnc. A) Se capturé el ARNg a partir de 15 millones células J-
Lat 14 hpa y control sin activar y se evaluaron los niveles relativos de ARNg en input y pulldown por RT-
gPCR. Estos valores fueron normalizados por los niveles de GAPDH. B) Enriquecimiento de tRNAYs3 y
7SL medido por RT-gPCR en muestras provenientes de células J-Lat sin activar y activadas.

Las muestras de ARN capturado se secuenciaron mediante la plataforma lllumina HiSeq,
servicio prestado por Genoma Mayor, quienes ademas realizaron la eliminaciéon de los ARN
ribosomales de las muestras input con el Kit RiboMinus Eukaryote System v2 (Thermo Fisher) y
preparacion de las genotecas con el kit TruSeq Stranded Total RNA LT (lllumina). Se encontré
gue una de las réplicas bioldégicas no cumplia con la calidad necesaria para la preparacion de
genotecas, por lo que se repitid el ensayo de captura. Sin embargo, nuevamente una de las
réplicas no pasoO la prueba de calidad, incluyendo el control, por lo que Unicamente se
generaron genotecas y se secuenciaron muestras correspondientes al input de ARN (ARN total

inicial) y el pulldown de ARN (ARN capturado) de las células activadas. A partir de esta Unica
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réplica biologica, se analiz6 la presencia de ARNNc largos asociados al ARNg de VIH-1. Dicho

analisis se describe en la seccion 4.2.1.

4.1.3 Capturadel ARNg de VIH-1 a partir de células Jurkat infectadas.

En una segunda etapa, a diferencia del modelo de latencia anterior, se trabajé con un
modelo de infeccion. Para ello, se infectaron células Jurkat (linea celular de linfocitos T) con
virus pseudotipados. Las particulas virales se prepararon transfectando células HEK 293T con
el vector pPCMV-VSVg, que codifica la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular, y con
pNL4.3-AEnv, que codifica todas las proteinas de VIH-1 excepto las de la envoltura. Se realiz6
una cinética de infeccion para definir cuantas horas post-infeccion (hpi) se realizaria la captura
(Figuras 9A y 9B). Siguiendo la misma logica que en el modelo de latencia, se encontré que a
las 20 hpi hay altos niveles de ARNg y no tan altos niveles de Gag. Se realizé un ensayo piloto
de captura del ARNg con 5 millones de células 20 hpi y se observé un enriguecimiento del
ARNg de aproximadamente 6000 veces (Figura 9C), indicando que en este modelo de infeccion
también es posible capturar y enriqguecer el ARNg de VIH-1 con la estrategia desarrollada
previamente. Asi, se realizé la captura del ARNg a partir de 30 millones de células infectadas,
donde nuevamente se observd un enriguecimiento en los niveles de ARNg capturado de
aproximadamente 6000 veces. Se enviaron a secuenciar muestras de dos réplicas biolégicas,
incluyendo tanto los ARN de los inputs como de los pulldown de células infectadas y sin
infectar. Todas las muestras pasaron los controles de calidad y se pudieron generar las

genotecas y secuenciar.
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Figura 9. Cinética de infeccién de células Jurkat. Se hizo una cinética de infeccion de células Jurkat
con virus preparados con los vectores pNL4.3 AEnv y VSVg. Se cosecharon las células entre 0 y 24 h
post-infeccion. A) Niveles relativos de ARNg, medidos por RT-gPCR. Los valores de expresion del ARNg
fueron normalizados por los niveles de GAPDH B) Nivel de expresién de la proteina viral Gag analizados
mediante Western blot usando anticuerpo monoclonal anti-p24. Se us6 anti-GAPDH como control. C) Se
capturd el ARNg a partir de 30 millones células Jurkat 20 hpi y mock y se evaluaron los niveles relativos
de ARNg en input y pulldown por RT-qPCR. Estos valores fueron normalizados por los niveles de
GAPDH.
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4.2 OEZ2. Identificar ARNnc largos asociados al ARNg de VIH-1.

4.2.1 Identificacion de ARNs capturados a partir de células J-Lat activadas.

Para identificar los ARNs presentes y posteriormente seleccionar lo mas enriquecidos en
la captura, fue necesario realizar un analisis bioinformatico de los datos obtenidos por RNA-
Seq. En el primer ensayo de captura de ARNg en células J-Lat activadas, las secuencias fueron
analizadas con un flujo de trabajo bioinformatico donde después del control de calidad y de la
limpieza o trimming se calculé la abundancia de los transcritos por millon de kilobases o TPM.
Tal como se menciond, en este primer ensayo soélo fue posible secuenciar una Unica réplica
biolégica de células J-Lat activadas. Por lo tanto, una vez obtenidos los TPM de las muestras,
se definio el enriguecimiento directamente como TPM pulldown/TPM input >2. Los transcritos
identificados se clasificaron de acuerdo con los biotipos del sistema de anotacién Ensembl
(Figura 10). En total se detectaron 33149 ARNSs enriquecidos, donde la mayoria corresponde a
ARNSs codificantes (39%), seguidos por transcritos que retienen intrones (20%) y transcritos
procesados sin ORFs (15%). El 13% de los transcritos enriguecidos corresponden a ARNnc
largos, de los cuales el 6% son ARNs antisentido y otro 6% son ARNNc largos intergénicos
(Figura 10). Debido a que estos ultimos son los ARNnc largos mas estudiados, de los cuales
hay mas informacién y su validacion es mas confiable pues se encuentran en regiones
intergénicas, se decidio continuar el estudio exclusivamente con ellos. Asi, del 6% de ARNnc
largos intergénicos se seleccionaron aquellos mas enriquecidos (Tabla 5). De ellos sélo dos
tenian funciones descritas, relacionadas con el desarrollo de cancer. Para validar la presencia
de estos ARNs seleccionados, se disefiaron partidores para cada uno de ellos y se evalu6 su
presencia en las muestras de ARN capturados. Sin embargo, no se detecté ninguno de los
ARNSs seleccionados mediante RT-qPCR. En este ensayo no fue posible eliminar el posible
ruido o inespecificidad de la técnica pues no se secuenciaron las muestras de células sin

activar, lo que podria en parte explicar la discrepancia entre lo observado por RNA-Seq y por
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RT-gPCR. Por otro lado, se discutié y concluy6 que las células J-Lat no eran el mejor modelo
para realizar esta estrategia de captura, pues las células sin activar tienen un nivel de expresion
basal de ARNg relativamente alto (detectado por RNA-seq, pero no asi por RT-gPCR) y por lo

tanto no se pueden utilizar como control.
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Figura 10. Identificacion de ARNs asociados al ARNg en células J-Lat. La expresion relativa e
identificacion de ARNs asociados al gRNA de VIH-1 purificados por RAP se determiné mediante RNA-
seqg. La abundancia de los transcritos se determiné calculando los Transcritos por millén (TPM) y su
enriquecimiento se defini6 como TPM pulldown/TPM input (>2). En este caso los resultados
corresponden a una Unica réplica biolégica de células J-Lat activadas. El grafico muestra el
enriquecimiento de los diferentes tipos de ARNSs identificados por RNA-seq.
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Tabla 5. ARNNc largos intergénicos mas enriquecidos a partir de la captura de ARNg en células J-Lat

Nombre Tamafio (bp) Funcion
Inc-KCNE1B-155, 156 y 157 923 Desconocida
DANCR:12 748 Promueve crecimiento cancer hepatocelular y colorrectal
LINC01237:8 470 Desconocida
SNHG17:12 973 Promueve cancer gastrico
Inc-ZNF837-1:11 549 Desconocida
Inc-TET3-2:1 390 Desconocida
Inc-CYP2D6-1:1 667 Desconocida

4.2.2 Identificacion de ARNs capturados a partir de células Jurkat infectadas y sin
infectar.

Debido a lo anterior, en una segunda etapa se secuenciaron los ARN capturados en el
modelo de infeccion descrito en el primer objetivo, que corresponde a células Jurkat (Linfocitos
T) infectadas con pseudotipos de VIH-1. En este ensayo se lograron secuenciar tanto los input
como los pulldown de dos réplicas biolégicas de células infectadas y células sin infectar (Mock),
por lo que para seleccionar los ARNnc largos mas enriquecidos se eliminaron aquellos que
aparecian en niveles similares tanto en el pulldown sin infectar como en el pulldown mock lo
que se tradujo en la eliminacién de aquellos RNAs donde TPM pulldown infectadas/TPM
pulldown mock < 2. Luego, se seleccionaron aquellos enriquecidos respecto a su input TPM
pulldown infectadas/TPM input infectadas > 2. Al aplicar dichos criterios de seleccion, se
encontraron 2257 ARNSs enriquecidos, donde al igual que lo observado en la captura en células
J-Lat, la mayoria de los transcritos corresponde a ARNs codificantes (34%). Sin embargo, en
este caso los segundos transcritos mas abundantes corresponden a ARNNc largos intergénicos
(31%), seguido por ARNs antisentido (11%) (Figura 11A). De los ARNNc largos intergénicos se

seleccionaron los diez mas enriquecidos. Ademas, se hizo un cruce de datos con otro ensayo
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de captura realizado en el laboratorio en el que se capturaron por inmunoprecipitacion los ARNs
asociados a la proteina viral Rev y se encontraron dos ARNnNc largos intergénicos enriquecidos
en ambas estrategias de captura (Figura 11B). Se disefiaron partidores para los 12 ARNs
seleccionados y se intentaron validar mediante RT-gPCR. Sin embargo, nuevamente no se
detecté sefial en ningin caso. Como se menciona mas abajo, esto pudo deberse a una

degradacion parcial de la muestra en la etapa de sonicacion.
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Figura 11. Identificacibn de ARNs asociados al ARNg en células Jurkat infectadas con
pseudotipos de VIH-1. La expresion relativa e identificacion de ARNs asociados al gRNA de VIH-1
purificados por RAP se determiné mediante RNA-seq. La abundancia de los transcritos se determiné
calculando los Transcritos por millon (TPM) y su enriquecimiento se defini6 como i) TPM pulldown
infectadas/TPM pulldown mock > 2 y ii) TPM pulldown/TPM input > 2. Los resultados corresponden a dos
réplicas biolégicas. El grafico muestra el enriqguecimiento de los diferentes tipos de ARNs identificados
por RNA-seq.
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Tabla 6. ARNNc largos intergénicos mas enriquecidos a partir de la captura de ARNg en células Jurkat

Nombre Tamafio (bp) Funcion
Inc-ISL2-1:1 724 Desconocida
Inc-ITGB1-1:1 2051 Desconocida
Inc-LMNTD1-1:1 572 Desconocida
Inc-KIAA1755-15:1 720 Desconocida
LINC02361 1477 Desconocida
Inc-SEC24D-1:5 1512 Desconocida
Inc-MSH4-1:2 969 Desconocida
Inc-FTO-7:3 1458 Desconocida
Inc-CTSV-5:1 484 Desconocida
Inc-CNPY1-10:9 1741 Desconocida
Inc-KCNE1B-157:1 923 Desconocida
SNHG19:2 342 Desconocida

4.2.3 Re-andlisis de datos de secuenciacion.

Ademés de determinar la abundancia de transcritos calculando los TPM, existen
diversas maneras de realizar un analisis de enriquecimiento. Debido a que no se pudo realizar
la validacion de los ARNs seleccionados, se decidi6 realizar un andlisis bioinforméatico utilizando
herramientas computacionales mas robustas con los datos de secuenciacién obtenidos a partir
de la captura ARNSs de células Jurkat infectadas y sin infectar. Esto se llevo a cabo con la ayuda
de expertos en metabolismo y secuenciacion de ARNs en el marco de una estadia corta de
investigacion en el laboratorio del Dr. Emiliano Ricci en la Ecole Normale Supérieure de Lyon en
Francia. Alli, a partir de los datos crudos se realizd6 un mapa de flujo de trabajo presentado en la

Figura 12. Cada uno de los pasos realizados se detalla a continuacion.
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Figura 12. Mapa de flujo para el andlisis de datos de secuenciacion de ARN. En los recuadros se
muestra secuencialmente los pasos seguidos desde el ingreso de los datos crudos hasta el resultado
final de expresion diferencial en las muestras de ARN capturados de células Jurkat infectadas y sin
infectar. En azul se muestran los programas utilizados para cada uno de los pasos.
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4.2.4 Control de calidad y limpieza de las secuencias.

Antes de realizar cualquier analisis de los resultados de secuenciacién, es fundamental
realizar un control de calidad para asegurar que no existe ningln sesgo o problema que
pudiese afectar el andlisis de resultados y las conclusiones que se puedan obtener de éstos.
Para evaluar la calidad de las secuencias se utilizd el programa FastQC v0.11.5. FastQC es
una herramienta ampliamente utilizada para evaluar la calidad de los datos crudos de
secuenciacién masiva, pues permite tener una vision general de la calidad de distintos aspectos
de las secuencias y, a su vez, muestra cada andlisis de una manera visualmente sencilla e
indica advertencias en aquellos analisis que presenten algun problema. Al realizar el control de
calidad de los datos de secuenciacion de todas las muestras, se encontré6 que el tamafio
promedio de las secuencias o reads fue de 100 pb aproximadamente (Figura 13A 'y 13D). A su
vez la calidad de la secuencia por base (Figura 13B) y por secuencia (Figura 13C) de todas las
muestras mostraron valores altos con un score mayor a 30, lo que indica que la calidad fue muy
buena y permite continuar con su analisis. Posteriormente se realizé la limpieza o trimming de
las secuencias utilizando el programa TrimGalore v0.6.4 que identifica y elimina las secuencias
de adaptadores. TrimGalore utiliza las primeras 13 pb de los adaptadores estandar de lllumina,
pero también permite otras secuencias de adaptadores y es compatible con librerias paired-

end.

4.2.5 Alineamiento contra ARNr y ARNt.

A pesar de que previo a la preparacion de genotecas las muestras fueron tratadas con
RiboMinus para eliminar los ARN ribosomales (ARNr), se sabe que este paso no es
completamente eficiente, por lo que se hizo un alineamiento de todas las secuencias de cada
muestra contra una base de datos de los ARN ribosomales y de transferencia (ARNt) del

genoma humano, utilizando el programa Bowtie2 v2.3.4.1.
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Figura 13. Control de calidad de una muestra representativa. Estos resultados corresponden al
control de calidad realizado con FastQC de las secuencias de una réplica de una muestra Input mock. A)
Estadisticas generales. B) Control de calidad por base. C) Control de calidad por secuencia. D) Tamafio

de las secuencias o reads.
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Bowtie2 es una herramienta desarrollada para alinear secuencias con secuencias de
referencias largas de una manera eficiente en términos de uso de memoria. El porcentaje de
alineamiento contra la base de datos de ARNr y ARNt en los distintos tipos de muestra se
presenta en la Tabla 7. Cabe destacar que en las muestras pulldown mock se encontrd entre un
39% y 55% de alineamiento y en el caso de las muestras pulldown infectadas se encontrd
alrededor de un 22%. Esto puede deberse a que en estas ultimas hay un mayor nimero de
secuencias correspondientes al ARNg de VIH-1. Finalmente, se descartaron todas las
secuencias alineadas y se recuperaron las secuencias que no alinearon. Asi, se eliminaron

aguellas secuencias correspondientes a ARNr y ARNt.

Tabla 7. Porcentaje de alineamiento contra una base de datos de ARNry ARNt.

Muestra Tratamiento Réplica  N°inicial de reads Alineamiento (%)
1 Input Mock 1 28.459.924 57,71
2 Input Infected 1 22.882.262 50,19
3 Input Mock 2 21.032.150 48,99
4 Input Infected 2 23.360.787 44,92
5 Pulldown Mock 1 46.518.849 54,77
6 Pulldown Infected 1 38.889.248 22,03
7 Pulldown Mock 2 34.755.810 38,69
8 Pulldown Infected 2 35.578.998 23,54

4.2.6 Alineamiento contra el genoma humano (hg38).

Una vez eliminadas las secuencias correspondientes a ARNr y ARNt, se realizé el
mapeo contra el genoma humano (hg38) utilizando el programa Hisat2 v2.1.0 (Tabla 8). Hisat2
es una herramienta rapida y sensible que permite alinear secuencias contra genomas de
referencia, como el genoma humano. Las secuencias de los inputs mostraron un alto porcentaje
de alineamiento, donde se observo un alineamiento mayor al 85% en todos los casos. En las

muestras pulldown mock se observé un porcentaje de alineamiento mucho mayor que en las
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muestras pulldown infectadas. Al igual que en el caso anterior, esto puede deberse a que

muchas de las secuencias de estas muestras corresponden al ARNg de VIH-1.

Tabla 8. Porcentaje de alineamiento contra el genoma humano (hg38)

Muestra Tratamiento Réplica  N¢inicial de reads Alineamiento (%)
1 Input Mock 1 12.462.631 95,25
2 Input Infected 1 11.977.030 91,3
3 Input Mock 2 11.392.070 89,07
4 Input Infected 2 13.658.758 86,73
5 Pulldown Mock 1 21.341.172 53,86
6 Puldown Infected 1 30.426.540 25,64
7 Puldown Mock 2 21.522.442 63,98
8 Pulldown Infected 2 27.275.884 30,36

4.2.7 Alineamiento o mapeo contra el genoma de VIH-1 (pNL4.3).

Con las secuencias que no mapearon contra el genoma humano, se hizo un mapeo
contra el genoma de VIH-1 (Tabla 9). Especificamente, contra la secuencia de pNL4.3-AEnv,
pues este es el vector proviral con el que se prepararon las particulas virales en los
experimentos realizados. Las muestras input infectadas mostraron un porcentaje de
alineamiento cercano a un 0,6% a diferencia de las muestras input y pulldown mock que, como
era de esperar, mostraron un alineamiento muy bajo. En cambio, las muestras pulldown
infectadas mostraron un porcentaje de alineamiento mucho mayor, entre un 38% y un 59%. Por
un lado, esto reafirma que el método de captura permite enriquecer significativamente el ARNg
de VIH-1y, por otro lado, muestra que efectivamente gran porcentaje de las secuencias de las
muestras pulldown infectadas corresponden al ARNg de VIH-1 y, es por esto, que en estas

muestras el porcentaje de alineamiento contra el genoma humano y los ARNr fue mas bajo.
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Tabla 9. Porcentaje de alineamiento contra el genoma de VIH-1 (pNL4.3AEnv)

Muestra Tratamiento Réplica N°inicial de reads Alineamiento(%)
1 Input Mock 1 1.279.970 0,01
2 Input Infec 1 2.216.388 0,59
3 Input Mock 2 2.626.944 0,00
4 Input Infec 2 3.670.074 0,57
5 Pulldown Mock 1 10.242.156 0,29
6 Pulldown Infec 1 22.917.266 58,92
7 Pulldown Mock 2 8.216.292 0,04
8 Pulldown Infec 2 19.265.500 38,56

4.2.8 Visualizacion del alineamiento contra el genoma de VIH-1.

Las secuencias que alinearon contra el genoma de VIH-1 se ordenaron e indexaron
utilizando la herramienta SAMtools1.10, para posteriormente poder visualizar la cobertura del
alineamiento de cada muestra con la aplicacién Integrative Genomic Viewer (IGV) (Figura 14).
Como era de esperar, se observé una cobertura completa en las muestras input infectadas. Sin
embargo, en el caso de las muestras pulldown infectadas s6lo se observé una cobertura de la
primera mitad del genoma. Esa region es justamente donde hibrida la sonda antisentido
utilizada para capturar el ARNg. Particularmente, corresponden a las regiones 5’UTR, gag, pol,

vif y vpr.

4.2.9 Cuantificacion y enriquecimiento de secuencias alineadas contra el genoma
humano.
Por otro lado, las secuencias alineadas contra el genoma humano fueron cuantificadas
con la herramienta HTSeq-count v0.6.1p1. Esta herramienta permite cuantificar cuantos reads o
secuencias alinean de manera Unica con genes de la base de datos utilizada, cuantos no
alinean o aquellos con alineamiento multiple, entre otros. En las muestras input se encontré que
entre un 20-30% de los reads alinean con genes. En las muestras pulldown, en cambio, este

porcentaje es de un 30-40%. En total, en todas las muestras se observo que entre 4-6 millones
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de reads alinean con genes y fueron estos los utilizados finalmente para analizar el nivel de
enriguecimiento de los genes en las muestras pulldown. Posteriormente, se hizo el analisis de
enriguecimiento de ARNs en las muestras. Para ello, se utilizé la herramienta DESeg2 en la
plataforma RStudio. Esta herramienta importa los datos crudos obtenidos desde HTSeq y es
ampliamente utilizada para andlisis de expresion diferencial. Ademas, DESeg2 realiza una
normalizacion interna de todos los datos, mediante un modelamiento de dispersién en el que
ajusta los datos a un valor promedio y elimina aquellos que se comportan atipicamente o
outliers (Love et al., 2014). En este caso, DESeq2 se utiliz6 para comparar la expresion
diferencial o, en este caso, el enriqguecimiento de RNAs entre las muestras pulldown e input y

entre las muestras mock e infectadas.
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Figura 14. Visualizacion del alineamiento contra el genoma de VIH-1. Con el programa Hisat2 se
hizo el alineamiento de las secuencias de las muestras de ARN capturados a partir de Células Jurkat
infectadas y sin infectar con sus respectivos input (n=2) contra el genoma de VIH-1 (pNL4.3 AEnv). Los
input (muestras 1, 2, 3y 4) estan en una misma escala y los pulldown (muestras 5, 6, 7 y 8) en otra
escala para facilitar la visualizacion. Al inferior se muestra la region del ARNg que alinea en las muestras
Pulldown.
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Como una primera aproximacion se hizo un analisis con todas las muestras en un mismo
modelamiento, es decir, se incorpord en un Unico analisis: el tipo de muestra (input o pulldown),
el tratamiento (mock o infectadas) y la réplica (n1 o n2). Se logro realizar un ajuste adecuado de
los datos (Figura 15A) y un analisis de componente principal, donde se observé que el 74% de
la varianza se debe al tipo de muestra (Figura 15B). Se seleccionaron los genes con un
enriquecimiento mayor a 2 (logFC > 2) y con un padj < 0,05. Asi, se encontraron 83 ARNs
codificantes y 6 ARNNc largos enriquecidos en las muestras pulldown infectadas. De los ARNnhc

largos 4 correspondian a ARNNc largos antisentido y 2 a ARNNc largos intergénicos.
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Figura 15. Analisis de expresion diferencial en un (Gnico modelamiento. Se hizo un analisis de
expresion diferencial de todas las muestras en un mismo modelamiento utilizando la herramienta
DESeq2. A) Dispersion de datos ajustados. B) Analisis de componente principal.

Como una segunda aproximacion, se hicieron dos analisis por separado. Por un lado, se
analizé el enriquecimiento en los pulldown sobre input de las muestras mock (pulldown
mock/input mock) y por otro lado se realizé lo mismo en las muestras infectadas (pulldown
infectadas/input infectadas). En ambos casos se observé un ajuste muy robusto de la dispersion

de los datos (Figura 16A y 16C) y en el analisis de componente principal se encontré que un
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84% y un 96% de la varianza se debe al tipo de muestra, en muestras mock e infectadas,

respectivamente (Figura 16B y 16D). Luego, se seleccionaron aquellos ARNnc largos con un

logFC > 2 y padj < 0,05 en las muestras infectadas. De estos, se eliminaron aquellas con logFC

< 2 ylo padj < 0,05 en las muestras mock. Asi quedaron 18 ARNnNc largos de los cuales 9

corresponden a ARNNc largos intergénicos.

A)

Dispersion

1e+00

1e-04

* gene-est

+ fitted
* final

1e-08

Q

Dispersion

1e+01

Mean of normalized counts

1e+03

T
1e+05

1e+00

1e-04

1e-08

cogend

* gene-est
* fitted

= final

1e-01

T
1e+01

Mean of normalized counts

1e+03

T
1e+05

B)

PC2: 15% wvariance

=

PC2: 4% variance

Input
® Pulldown

PC1: 84% variance

Input
o Pulldown

20 10 0 10 20

PC1:96% variance

Figura 16. Anadlisis de datos para expresion diferencial de muestras mock e infectadas por
separado. Se hizo un andlisis de la expresion diferencial de pulldown/input de mock e infectadas por
separado utilizando la herramienta DESeq2. A) Dispersién de datos ajustados de pulldown mock/input
mock. B) Analisis de componente principal de pulldown mock/input mock. C) Dispersiéon de datos
ajustados de pulldown infectadas/input infectadas. D) Analisis de componente principal de pulldown

infectadas/input infectadas.
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4.2.10 Visualizacion de secuencias alineadas contra el genoma humano.

Finalmente, los ARNnNc largos intergénicos seleccionados con ambas aproximaciones se
visualizaron en la plataforma IGV y también con Genome Browser UCSC. Con estas
herramientas se descartaron algunos ARNNc largos cuyas secuencias tenian una alta cantidad
de elementos repetidos o cuya cobertura fuera similar a la del mock. De esta manera, se
seleccionaron 4 ARNNc largos intergénicos (Tabla 10) para los cuales se disefiaron partidores
con el objetivo de validarlos mediante RT-qPCR. A partir de estos resultados se concluye que si
hay ARNnNc largos que forman parte de los mRNPs del ARNg de VIH-1, de los cuales se

seleccionaron 4 para ser validados.

Tabla 10. ARNnNc largos intergénicos seleccionados de acuerdo al analisis de expresion diferencial.

Nombre Funcién
LINC00938 Marcador de sobrevivda en cancer de mama y de pulmén
Inc-ISL2-1 Desconocida
HAR1A Marcador de cancer hepatocelular
Inc-TMEM105-2 Desconocida

4.2.11 Disefio de partidores y validacién mediante RT-qPCR.

Se disefiaron partidores para los 4 ARNnNc largos intergénicos seleccionados donde se
tuvo el cuidado de elegir las regiones donde habia mayor cobertura de acuerdo con lo
observado en la plataforma IGV para asegurar la amplificacién independiente de la integridad
de los ARNSs (Figura 17). Sin embargo, no fue posible amplificar ninguno de los ARNnc largos a

partir de muestras pulldown infectadas de una nueva captura.
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Figura 17. Visualizacién de dos de los ARNnc largos intergénicos seleccionados de acuerdo al
andlisis de expresidn diferencial. A partir de los resultados de RNA-seq de los ARNs capturados de
células Jurkat infectadas y mock, se hizo un re-analisis bioinformatico de expresién diferencial. Se
identificaron 4 ARNnNc largos intergénicos que presentaron una expresion diferencial significativa. Se
muestra la cobertura de dos de los ARNnNc largos intergénicos seleccionados: LINC00938 y Inc-ISL2-1.
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4.3 OE3. Determinar el efecto de un ARNnc largo asociado al ARNg de VIH-1 sobre la
replicacién viral.
4.3.1 Evaluacién de los niveles de expresion relativa de los ARNnc largos
seleccionados en diferentes lineas celulares.

El hecho de no haber detectado los ARNnc largos seleccionados mediante RT-qPCR,
pudo deberse a diversos motivos, como por ejemplo a una baja concentracién de éstos en
células Jurkat. Es por esto que como estrategia para evaluar el efecto de alguno de los ARNnhc
largos sobre la replicacion viral, se midio su nivel de expresion en distintas lineas celulares. Se
eligieron 6 lineas celulares humanas diferentes: Jurkat (linfocitos T), HEK (rifién), HeLa (epitelio
cervicouterino), U20S (tejido 6seo), C20 (microglias) y Huh7 (hepatocitos) y se evalué el nivel
de los ARNnc largos en condiciones con y sin infeccion con VIH-1. Para ello, se prepararon
particulas virales mediante la transfeccion de células HEK 293T con el vector pCMV-VSVg, que
codifica la glicoproteina G del virus de la estomatitis vesicular, y con pNL4.3AEnv, que codifica
todas las proteinas de VIH-1 excepto las de la envoltura. Se cosecharon las células mock e
infectadas 20 hpi. Para verificar si hubo una infeccién exitosa, se evaluaron los niveles de Gag
mediante Western blot, donde se logr6 detectar niveles de Gag (p55) y sus derivados en todas
las lineas celulares infectadas (Figura 18). A su vez, se realizd una extraccion de ARN total y se
midieron los niveles de los ARNnNc largos seleccionados. El andlisis se realiz6 tanto para células
mock, como para células infectadas. Los niveles relativos de los ARNNc largos se normalizaron
respecto a GAPDH y son presentados relativos a sus niveles en células Jurkat a las cuéles se
les designoé arbitrariamente un 100% de expresion de cada ARNnNc largo (Figura 19). En primer
lugar, se analizaron los niveles de Linc00938. Se observé una menor expresion de este ARN
relativo a lo observado en Jurkat en todas las lineas celulares. Los niveles mas bajos fueron
detectados en células Huh7 (4 veces menos con respecto a Jurkat), tanto en células mock

(Figura 19A) como infectadas (Figura 19B). En el caso de Inc-ISL2-1, se observaron niveles
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bajos en todas las lineas celulares excepto en HEK. Por un lado, los niveles més bajos se
observaron en células U20S mock (Figura 19C) e infectadas (Figura 19D). Por otro lado,
observamos niveles elevados con respecto a Jurkat en células HEK mock (Figura 19C) e
infectadas (Figura 19D). Luego, se evalud el nivel de expresion de HAR1A. En este caso se
observaron niveles muy reducidos en todas las lineas celulares relativo a sus niveles en Jurkat,
tanto en células mock (Figura 19E) como infectadas (Figura 19F). Los niveles mas bajos con
respecto a Jurkat fueron entre 15 veces en células U20S y cerca de 800 veces en células HeLa
infectadas. Sin embargo, la mayor diferencia se observé en células Huh7 en las cuales no se

detectd expresion de HAR1A.
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Figura 18. Infeccién de 6 lineas celulares diferentes con VIH-1. Se infectaron 6 lineas celulares
diferentes: Jurkat, HEK, HelLa, U20S, C20 y Huh7 con pseudotipos virales de VIH-1, preparados con los
vectores pNL4.3 AEnv y pCMV-VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles de Gag y sus
derivados fueron detectados mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-p24. Cada
imagen corresponde a un experimento independiente. (1: Jurkat, 2: HEK, 3: Hela, 4: U20S, 5: C20 y 6:
Huh?).
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Figura 19. Expresion relativa de ARNnc largos en distintas lineas celulares. Se infectaron 6 lineas
celulares diferentes: Jurkat, HEK, Hela, U20S, C20 y Huh7 con pseudotipos virales de VIH-1,
preparados con los vectores pNL4.3 AEnv y pCMV-VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles
relativos de Linc00938 (A, B); Inc-ISL2-1 (C, D) y HAR1A (E, F) se midieron por RT-gPCR en células
mock e infectadas. Los valores de expresion relativa de cada ARNNc largo se muestran sobre cada
columna. Estos fueron normalizados por los niveles de GAPDH y corresponden al promedio + SEM de 4

experimentos independientes, relativos a su expresion en Jurkat.
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Por otro lado, se quiso evaluar si habia un cambio en los niveles de expresion relativa de
los ARNNc largos en células infectadas. Para ello, se comparé el nivel de expresién de cada
ARNnNc largo normalizada por GAPDH en células infectadas relativo al mock (Figuras 20, 21y
22). Sin embargo, no se observo una expresion diferencial significativa en ninguno de los casos.
Debido a la baja expresion relativa de HAR1A en todas las lineas celulares analizadas, es que
se decidi6 evaluar el posible efecto de este ARNnc largos sobre los niveles de la proteinas viral

Gag.
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Figura 20. Expresién relativa de Linc00938 en células infectadas. Se infectaron 6 lineas celulares
diferentes: Jurkat, HEK, HelLa, U20S, C20 y Huh7 con pseudotipos virales de VIH-1, preparados con los
vectores pNL4.3 AEnv y pCMV-VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles relativos de
Linc00938 se midieron por RT-gPCR en células mock e infectadas y se normalizaron por los niveles de
GAPDH. En este caso, se comparan los niveles de expresién de LincO0938 en células infectadas
respecto a sus niveles en células mock. Los valores corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos
independientes, relativos a su control (NS: no significativo, t-test).
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Figura 21. Expresién relativa de Inc-ISL2-1 en células infectadas. Se infectaron 6 lineas celulares
diferentes: Jurkat, HEK, HelLa, U20S, C20 y Huh7 con pseudotipos virales de VIH-1, preparados con los
vectores pNL4.3 AEnv y pCMV-VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles relativos de Inc-
ISL2-1 se midieron por RT-gPCR en células mock e infectadas y se normalizaron por los niveles de
GAPDH. En este caso, se comparan los niveles de expresion de Inc-ISL2-1 en células infectadas
respecto a sus niveles en células mock. Los valores corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos
independientes, relativos a su control (NS: no significativo, t-test).
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Figura 22. Expresion relativa de HAR1A en células infectadas. Se infectaron 6 lineas celulares
diferentes: Jurkat, HEK, HelLa, U20S, C20 y Huh7 con pseudotipos virales de VIH-1, preparados con los
vectores pNL4.3 AEnv y pCMV-VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles relativos de HAR1A
se midieron por RT-gPCR en células mock e infectadas y se normalizaron por los niveles de GAPDH. En
este caso, se comparan los niveles de expresion de HAR1A en células infectadas respecto a sus niveles
en células mock. En células Huh7 no se detectaron niveles de expresion de HAR1A tanto en células
mock como en infectadas. Los valores corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos
independientes, relativos a su control (NS: no significativo, t-test).

4.3.2 Efecto de HAR1A sobre los niveles de Gag y del ARNg.

HAR1A es un ARNnNc largo intergénico con un tamafio aproximado de 2700 pb. Algunos
estudios han mostrado que HAR1A es un biomarcador de carcinoma hepatocelular, gliomas y
cancer oral. Especificamente, se han asociado bajos niveles de expresion de este ARNNnc largo
con un mal pronostico en estos tipos de cancer y se ha sugerido que HAR1A podria actuar
como un supresor de tumores (Shi et al.,, 2019; Zou et al.,, 2017). Sin embargo, no se ha
relacionado con la regulacion de la replicacion viral. Debido a los significativos bajos niveles de

HAR1A en todas las lineas celulares estudiadas en esta tesis, se decidié evaluar el efecto de
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éste sobre la replicacion viral mediante la sobreexpresion de HAR1A y la deteccién de los
niveles de la proteina viral Gag. Se eligieron 3 lineas celulares diferentes: i) HeLa, pues es un
modelo permisivo ampliamente utilizado en investigacion en VIH-1; ii) Huh7, pues en esta linea
no se observd expresion de HAR1A y por ultimo iii) C20, pues es una linea de microglias
humanas que es naturalmente susceptible y permisiva a la infeccién VIH-1, por lo que tiene un
sentido biologico relevante. Se transfectaron las distintas lineas celulares con 1 pg y 2 ug de
pcDNA-HAR1A, que codifica a HAR1A bajo el control del promotor CMV. Se utiliz6 como control
el vector pcDNA-GIlobinRen, que codifica a la luciferasa de Renilla, pero carece de intrones por
lo que tiene bajos niveles de traduccion (Ricci et al., 2009). A las 24 hpt, se lavaron las células y
se infectaron. A las 20 hpi se cosecharon las células y se realiz6 una extraccion de proteinas
totales para analizar mediante Western blot los niveles de Gag y por otro lado se realiz6 una
extraccion de ARN totales para evaluar los niveles de HAR1A y también del ARNg de VIH-1. A
partir de los Western blot (Figuras 23A, 23B y 23C) se hizo un analisis de densitometria para
cuantificar los niveles de Gag normalizados por GAPDH (Figuras 23D, 23E y 23F). En este
caso, no se observaron cambios significativos en los niveles de Gag en ninguna de las 3 lineas
celulares con ninguna de las dos cantidades de HAR1A transfectadas. Se confirmé la
sobreexpresion de HAR1A en las 3 lineas celulares mediante RT-qPCR, donde se observé un
aumento significativo de éste en todas las condiciones relativas al control (Figuras 23G, 23H y
23l). Por ultimo, no se observé un cambio significativo en los niveles de ARNg de VIH-1 en
ninguna de las 3 lineas celulares (Figura 24A, 24B y 24C). Los resultados anteriores muestran
que, en las condiciones probadas, HAR1A no tiene un efecto sobre los niveles de Gag de VIH-1

y tampoco sobre los niveles del ARNg.
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Figura 23. Efecto de la sobreexpresion de HAR1A sobre los niveles de la proteina viral Gag. Se
sobreexpres6 HAR1A en 3 lineas celulares mediante transfeccion con PEI, utilizando 1 pg y 2 ug del
vector pcDNA-HAR1A. Como control se utilizé el vector pcDNA-Renilla. Se infectaron las células 24 hpt
con virus pNL4.3-AEnv pseudotipados con VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles de
expresion de la proteina viral Gag fueron analizados mediante Western blot usando anticuerpo
monoclonal anti-p24. Se muestra una imagen representativa para células HelLa (A), Huh7 (B) y C20 (C).
Los niveles relativos de Gag se obtuvieron mediante densitometria de 3 réplicas biolégicas en células
HelLa (D), Huh7 (E) y C20 (F). Los niveles de HAR1A fueron medidos por RT-gPCR en células HelLa (G),
Huh7 (H) y C20 (l). Los valores de expresion de HAR1A fueron normalizados por GAPDH. En todos los
casos, los valores corresponden al promedio + SEM de 3 experimentos independientes, relativos a su
control (*: p<0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001 y NS: no significativo, t-test).
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Figura 24. Efecto de la sobreexpresion de HAR1A sobre los niveles de ARNg de VIH-1. Se
sobreexpres6 HAR1A en 3 lineas celulares mediante transfeccion con PEI, utilizando 1 pg y 2 ug del
vector pcDNA-HAR1A. Como control se utilizé el vector pcDNA-Renilla. Se infectaron las células 24 hpt
con virus pNL4.3-AEnv pseudotipados con VSVg. Se cosecharon las células 20 hpi. Los niveles de
expresion del ARNg de VIH-1 fueron medidos por RT-qgPCR en células HeLa (A), Huh7 (B) y C20 (C).
Los valores de expresion de ARNg fueron normalizados por GAPDH y corresponden al promedio + SEM
de 3 experimentos independientes, relativos a su control NS: no significativo, t-test).

66



5 DISCUSION

Durante las etapas tardias del ciclo replicativo, el ARNg de VIH-1 cumple dos funciones
relevantes: es el ARNm a partir del cual se sintetizan las proteinas virales Gag y Gag-Pol y es el
genoma viral empaquetado en las nuevas particulas virales liberadas. Asi, los factores celulares
gue forman parte de los mMRNPs del ARNg han sido de gran interés, pues determinan su destino
citoplasmético. Se han identificado decenas de proteinas que forman parte de los mMRNPs de
ARNg de VIH-1, sin embargo, hasta la fecha no se conocia ningin ARNnc largo que formara
parte de estos complejos, a pesar de que han mostrado ser reguladores versatiles de la
expresion génica a nivel transcripcional y postranscripcional. El objetivo del presente trabajo fue
identificar ARNnc largos que forman parte de los mRNPs del ARNg de VIH-1 y determinar si

alguno de ellos afecta la replicacion del virus.

Estandarizacién de la preparacion y purificacion de sondas para aislar el ARNg de VIH-1

y sus ARNs asociados.

Con el objetivo de capturar el ARNg de VIH-1 se optimizé el protocolo de Purificacion de
ARN Antisentido publicado por McHugh et al., 2015 y se utilizé una sonda antisentido preparada
de acuerdo con lo descrito en la seccion 3.10. Tanto en células J-Lat activadas (modelo de
latencia) como en células Jurkat infectadas, se logré enriquecer aproximadamente 6000 veces
el ARNg relativo a GAPDH (Figuras 8A y 9C), mostrando una alta eficiencia y especificidad de
la sonda en ambos modelos. Ain mas, se logré detectar la presencia del tRNAYS® en las
muestras de ARN capturado, indicando que ademas de capturar al ARNg es posible recuperar
los ARNs asociados a él. En el afio 2017, Knoener et al. realizaron una captura del ARNg de
VIH-1 y mediante espectrometria de masas lograron identificar decenas de proteinas que
interactian directa o indirectamente con el ARNg e incluso validaron el efecto de algunas de

ellas silenciandolas. Ellos lograron enriquecer alrededor de 40 veces el ARNg relativo a GAPDH

67



con una estrategia muy similar a la realizada en esta tesis. Utilizaron células Jurkat infectadas
con pseudotipos virales y tratadas con formaldehido. Una de las grandes diferencias que podria
explicar los altos niveles de enriquecimiento obtenidos en esta tesis es la naturaleza de la
sonda. Knoener et al., utilizaron como sonda un oligonucleétido de 30 nt dirigido a un Unica
region del ARNg y biotinilado s6lo en un extremo. En cambio, en esta tesis se utilizé una sonda
dirigida a la region Gag-Pol completa, fragmentada en tamafios de entre 50-300 nt y con un
50% de los UTPs biotinilados. Por un lado, el tamafio y la region contra la que esta dirigida la
sonda, permitiria que ésta pueda acceder a muchas de las regiones disponibles del ARNg y no
a una sola, logrando capturar una mayor cantidad y diversidad de complejos. Ademas, al tener
mas moléculas de biotina, la recuperacién con las perlas magnéticas acopladas a estreptavidina

podria tener una mayor eficiencia.

La estrategia de preparacién de sonda desarrollada en esta tesis puede ser utilizada
potencialmente para cualquier ARN de secuencia conocida. Basta clonar parte de la secuencia
del ARN de interés en un vector que permita la transcripcion antisentido como los vectores
comerciales pBlueScript y realizar la transcripcion con algin nucleétido conjugado con biotina o
una molécula que cumpla la misma funcién. Ademas, este tipo de sonda no sélo es util para
ensayos de captura como este, sino que también se puede utilizar para la deteccidn subcelular
de ARNSs. Esta sonda permiti6 la deteccion de ARNg en un ensayo de Hibridacién Fluorescente
In Situ (FISH) (datos no mostrados), siguiendo la misma estrategia de preparacién de la sonda,

pero con digoxigenina en lugar de biotina.

La estrategia de captura permitié identificar ARNnc largos que forman parte de los

MRNPs del ARNg de VIH-1, pero se puede optimizar.

Hasta la fecha se han caracterizado funcionalmente diez ARNnc largos que afectan la

replicacion de VIH-1, ya sea a nivel transcripcional o afectando el metabolismo de las células
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infectadas. S6lo NEAT1 ha mostrado afectar la replicacion del virus a nivel postranscripcional,
sin embargo, no se ha demostrado una interaccién directa o indirecta de éste con el ARNg. El
presente trabajo es el primero en identificar ARNnc largos que forman parte de los mRNPs del
ARNg de VIH-1. En particular, utilizando las herramientas bioinforméticas y el flujo de trabajo
sefialado en la Figura 12, se identificaron 4 ARNnc largos los cuales se intentaron validar

mediante RT-gPCR sin éxito (Tabla 10).

El no haber logrado validar la presencia de ninguno de los 4 ARNnc largos mediante RT-
gPCR puede deberse a diversos motivos. Una posibilidad es que los ARNs capturados no estén
integros, dificultando la posibilidad de amplificarlos con partidores especificos. Esta idea surge
al observar la cobertura del ARNg capturado. Como se puede apreciar en la Figura 14, en las
muestras pulldown sélo se recupera la region Gag-Pol contra la que esta disefiada la sonda, a
pesar de que en las muestras input esta la secuencia completa. De aqui es posible deducir que
el ARNg podria estar fragmentado, y no solo él, sino todos los ARNs asociados. La
fragmentacion de los ARNs ocurriria en los pasos iniciales de nuestra estrategia de captura,
debido a la combinacién del entrecruzamiento con 0,1% de formaldehido y la sonicacién. Se ha
observado que en estas condiciones las regiones de ARN mas expuestas se rompen en
fragmentos de distintos tamafios dependiendo de la intensidad de la sonicacién y la
concentracion del formaldehido. Este fendmeno incluso se ha utilizado como alternativa para
realizar footprinting en ensayos de inmunoprecipitacion (Singh et al., 2014). Asi, la estrategia de
captura estandarizada en este trabajo podria optimizarse evaluando la integridad de los ARNs
en distintas condiciones de sonicacion y entrecruzamiento. En este trabajo se decidio utilizar
formaldehido pues esta molécula es capaz de entrecruzar ARN con proteinas y también
proteinas con proteinas a una distancia aproximada de 2A (Hoffman et al., 2015), por lo que

permitiria identificar una mayor poblacion ARNs que forman parte de los mRNPs, incluyendo
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aquellos unidos mediante mas de una proteina. Sin embargo, esto trae como consecuencia la
formacion de grandes complejos macromoleculares, haciendo de la sonicacién un paso
necesario para la solubilidad de éstos. Otra posibilidad para evitar la fragmentacion de ARNs es
utilizar otras técnicas de entrecruzamiento, como la irradiacién directa con luz UV a 254 nm o
con la incorporacién de nucledsidos fotoactivables como la 4SU e irradiacién a 365 nm. Ambas
estrategias entrecruzan solo ARNs con proteinas a una distancia cero, es decir, entrecruzan
moléculas que interactian directamente y ademas no generan reactividad entre proteinas
(Castello et al., 2013; Pashev et al.,, 1991; Suchanek et al., 2005), por lo que no se forman
grandes complejos macromoleculares y el paso de sonicacion podria ser reducido o eliminado.

Sin embargo, esta estrategia reduciria el rango de ARNs que podrian ser capturados.

Otro paso dentro de la estrategia de captura y analisis de resultados que podria
optimizarse es la manera en que se calcula el enriquecimiento de ARNs. Este paso es crucial
pues determina las conclusiones que se obtienen a partir del experimento realizado. Tal como
se comenté en la seccion 4.2.3, existen distintas maneras de calcular el enriquecimiento, como
es el calculo de la abundancia enriquecimiento relativo calculando la razén TPM pulldown/TPM
input o utilizando otras herramientas bioinformaticas para cuantificar (HTSeq) y calcular el
enriguecimiento (DESeqg2). Ambas aproximaciones entregaron resultados diferentes (Tabla 6 y
Tabla 10). A esto se suma la variabilidad asociada a la calidad de la muestra y la profundidad
de la secuenciacién por muestra. Una forma de reducir toda esta variabilidad es agregar un
ARN externo, de secuencia y concentracion conocidas, antes de la preparacion de las librerias
de ADNCc. Esta estrategia se denomina spike-in y es usada para normalizar los datos entre
muestras, incluso existe una mezcla de ARNs disefiados para este objetivo como el ERCC RNA
Spike-In Mix (Invitrogen). Con la adicion de este ARN control, se pueden realizar analisis de

expresion diferencial o enriquecimiento mas precisos, en especial en experimentos donde la
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cantidad de material inicial entre muestras es variable (Locati et al., 2015; Lutzmayer et al.,

2017).

La sobreexpresion de HAR1A no tuvo efecto en los niveles intracelulares de ARNg ni

Gag.

Se decidié evaluar el efecto de alguno de los 4 ARNnc largos identificados como parte
de los mMRNPs del ARNg de VIH-1. Desafortunadamente no fue posible validar la presencia de
ninguno de ellos mediante RT-qPCR, lo que pudo deberse a lo discutido anteriormente, asi
como también a una baja concentracion de ellos en células Jurkat. A esto se suma el hecho de
que esta linea celular es particularmente dificil de transfectar. Histéricamente, han mostrado
una muy baja eficiencia de transfeccion con distintos sistemas como lipidos o polimeros
cationicos (Olden et al.,, 2018). La técnica mas recomendada es la electroporacion, sin
embargo, con esta estrategia la viabilidad celular se reduce significativamente. Por lo anterior,
se evaluaron los niveles de los 4 ARNSs seleccionados en otras lineas celulares. Al detectar muy
bajos niveles de expresion relativa de HAR1A en comparacién a los niveles en Jurkat (Figuras
19E y 19F), es que se decidio evaluar el efecto de la sobreexpresion de HAR1A en células
HelLa, U20S y C20. Sin embargo, no se observé ningun efecto en los niveles intracelulares de

ARNg ni de Gag (Figuras 23y 24).

El hecho de no haber observado un efecto de la sobreexpresion de HAR1A sobre los
niveles Gag y ARNg intracelulares no significa necesariamente que este ARN no afecte alguna
etapa del ciclo replicativo de VIH-1. Por un lado, es posible que basten unas pocas moléculas
de HAR1A para que éste cumpla su funcion, por lo tanto, aumentar la cantidad mediante la
sobreexpresion no generaria ningun efecto. En ese sentido, el silenciamiento es una mejor
estrategia para evaluar el efecto que podria tener algun factor celular. En diversos trabajos, las

estrategias de sobreexpresion y silenciamiento de ARNnc largos son utilizadas para evaluar su
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funcion, sin embargo, sélo se han disefiado siRNAs para unos pocos ARNnNc largos. Su disefio
y optimizacién no es trivial, en particular para ARNnc pues son moléculas que ejercen su
funciébn como ARN y no como proteinas. Al momento de realizar esta tesis, no se habian
descrito siRNAs para ninguno de los 4 ARNnc largos seleccionados. Sin embargo,
recientemente se publicaron siRNAs que han mostrado silenciar exitosamente a HAR1A (Lee et
al., 2021), por lo que seria una nueva alternativa para seguir ahondando en el efecto de este

ARN.

Por otro lado, es posible que el efecto de HAR1A ocurra en alguna etapa del ciclo
replicativo del virus que no haya sido evaluada en esta tesis. Como se mencioné al inicio de
este trabajo, los ARNnc largos son capaces de regular la expresibn génica a nivel
transcripcional y postranscripcional, y existen diversos ejemplos que inhiben o activan la
transcripciéon, splicing, traduccion, degradacién o la localizacion subcelular, mediante la
interaccion con ADN, ARN y/o proteinas. Un fendbmeno que no se evalud en esta tesis fue el
empaguetamiento del ARNg y la formacién de particulas virales. Puede que HAR1A afecte los
niveles de ARNg empaquetado en las particulas virales liberadas, para lo cual seria necesario
medir los niveles de ARN en el sobrenadante celular y normalizarlo por la cantidad de Gag. Este
fendbmeno se ha observado cuando se altera el estado de metilacibn del ARNg,
sobreexpresando o silenciando las proteinas que lo metilan y demetilan (Pereira Montecinos,
2020). En ese sentido, una posibilidad es que HAR1A participe en el reclutamiento de esta
maquinaria. Ya se sabe que un mecanismo comun de los ARNnc largos es la regulacion del
estado de metilacién del ADN. Ademas, se han reportado casos de ARNnc largos que regulan
el estado de metilacion de ARNs mediante la interaccion con la demetilasa ALKBH5 (X. Wang
et al.,, 2019) y con la metilasa METTL3 (Zhu et al., 2019). Por lo tanto, seria interesante

identificar ARNNc largos que interactien con la maquinaria de metilacion y desmetilacion en un
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contexto de infeccion con VIH-1. Otro fenébmeno que podria alterar el empaquetamiento del
ARNg es una alteracién en su localizacion subcelular. Esto ya se ha observado en VIH-1, donde
el ARNnc largo NEAT1 secuestra a los ARNs virales con intrones en regiones subnucleares

denominadas paraspeckles, impidiendo su exportacion hacia el citoplasma (Zhang et al., 2013).

En esta tesis tampoco se evalud la infectividad de las particulas virales al sobreexpresar
HAR1A. Es posible que HAR1A altere la presencia de algun factor relevante para la infectividad
de las nuevas particulas virales, promoviendo o inhibiendo la incorporacion de proteinas virales
y/o celulares. Este fenébmeno también ha sido observado en VIH-1. Se ha reportado que 7SL,
un ARNnc que es incorporado en las particulas virales, recluta al factor de restriccion

APOBEC3G (Zhang et al., 2010).

Como se puede apreciar, en este trabajo se desarrollé e implement6 una estrategia de
captura del ARNg de VIH-1 que mostré un alto nivel de enriquecimiento y, ademas, se
identificaron de 4 ARNnNc largos intergénicos que forman parte de los mRNPs del ARNg de VIH-
1. El efecto sobre la replicacion de VIH-1 que estos puedan tener y los mecanismos mediante
los que ejerzan su funcidon son aspectos interesantes para continuar indagando en futuras

investigaciones.
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6 CONCLUSIONES

La estrategia de purificacion de ARN con sondas antisentido 50% biotiniladas
preparadas in vitro permite la captura y enriquecimiento de la regiéon Gag-Pol del ARNg
de VIH-1 de manera especifica, lo cual fue evidenciado por RT-gPCR y también

mediante analisis bioinformatico de los resultados de RNA-seq.

Las células Jurkat infectadas con pseudotipos virales de VIH-1 son un buen modelo para

la captura del ARNg de VIH-1.

Existen ARNnc largos asociados al ARNg de VIH-1, incluyendo ARNnc largos
intergénicos. De estos, se identificaron cuatro ARNnc largos intergénicos con un

enriguecimiento significativo, entre los que se encuentra HAR1A.

HARZ1A es un ARNNc largo que presenta una baja expresion en diversas lineas celulares
relativo a su expresion en células Jurkat. Al sobreexpresar HAR1A no se observd un

efecto sobre los niveles de la proteina viral Gag y tampoco sobre el ARNg de VIH-1.

A pesar de lo anterior, no se descarta que exista un efecto de HAR1A sobre la
replicacién de VIH-1, el cual podria evidenciarse en otras condiciones experimentales,
ya sea silenciando la expresién de HAR1A en células Jurkat o evaluando su efecto en

otras etapas del ciclo replicativo.
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