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RESUMEN

Introduccion: La infeccion genital provocada por el HSV-2 es la infeccién de trans-
mision sexual (ITS) ulcerativa mas frecuente. Se ha relacionado con otras ITS, entre
ellas HIV. Representa un factor de riesgo importante para la adquisicién y transmi-
sion del HIV. La respuesta inmune celular es la responsable del control de la infec-
cion. T-bet es uno de los factores de transcripcidon involucrados en la activacion de
ésta. Es fundamental en la diferenciacion de LTCD4+ en LThl. Esta estaria determi-
nada de forma importante por polimorfismos en genes. Los polimorfismos de un nu-
cleétido o SNP son los mas comunes. El SNP rs17244587(-17426 A/G) ha sido aso-
ciado a predisposicion a la infeccion por HSV-2 en poblacién sueca. Esto podria ex-
plicar en parte la mayor susceptibilidad a la infeccion en algunos individuos, incluidos
los pacientes HIV(+), en los cuales esta infeccion seria particularmente importante.
Hipodtesis: En poblacion HIV(+) existe una mayor prevalencia del alelo A del SNP
17426 A/G en individuos infectados por HSV-2. Objetivo general: Comparar la inci-
dencia de infeccion por HSV-2 en pacientes HIV(+), de acuerdo a la presencia del
SNP. Metodologia: Los pacientes ingresados son HIV (+) controlados en el Centro
de ITS del Hospital San José. Se agruparon en casos: 188 HSV-2 (+) y controles: 63
HSV-2(-). Se extrajo el DNA genomico de muestras de buffy coat y se cuantificd. La
genotipificacion se realiz6 mediante PCR-RFLP. Todos los casos eran HSV-1 (+) y
todos los controles (-). Resultados: No se encontraron diferencias significativas al
comparar los grupos en relacion a la presencia del SNP. Hubo diferencias significati-
vas en cuanto a la existencia de otras ITS en presencia del SNP. Ambos grupos se
encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg (HW). Discusién: La frecuencia del
alelo A en este grupo de pacientes HIV(+) es menor que la descrita en estudio de
poblacion sueca infectada por HSV-2. Si bien la frecuencia de este SNP en poblacion
latinoamericana no esta descrita es esperable que sea una situacion intermedia entre
poblacién europea y asiatica lo cual parece concordante con nuestros resultados. En
segundo lugar se encontré6 que ambos grupos se encontraban en equilibrio de HW,
indicando que el método de genotipificacion es confiable. Pese a que no se encontra-

ron diferencias significativas entre el grupo de casos y controles, el alelo A fue mas



frecuente en el grupo de casos mostrando una tendencia de que éste pueda repre-
sentar un factor de riesgo para la infeccion por HSV-2 en pacientes HIV(+). Ademas
los intervalos de confianza son extremadamente amplios (poco precisos) y quizas
esto podria modificarse con una muestra de estudio mayor. Este polimorfismo se
ubica en la regién 3’ no codificante y es transcrito a RNAm. Podriamos teorizar que el
alelo A podria afectar la estabilidad del RNAmM y consecuentemente afectar la funcion
de T-bet. Esto llevaria a una deficiente activacion de la respuesta inmune de tipo
Th1, con disminucién de la produccion de IFNy y disminucién de la funcién de ele-
mentos efectores. Esto podria explicar la mayor suceptibilidad a la infeccion por
HSV-2 en pacientes portadores del alelo A. Por ultimo en lo que concierne las carac-
teristicas sociodemograficas asociadas al alelo A, se consideraron sexo y otras ITS.
No hubo diferencias significativas en cuanto al sexo y si las hubo en relacién a la
presencia de otras ITS. Lo ultimo podria explicarse por lo anteriormente mencionado,
es decir que por la presencia de este alelo se produzca una respuesta inmune menos
eficiente y por lo tanto se presenten mas infecciones. Dado que por azar todos los
casos fueron positivos para HSV-1 (+), y los controles negativos para este virus, no
se descarta que este polimorfismo pueda tener una relacion con la infeccion por
HSV-1. Conclusién: No se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa
entre la presencia del alelo A con la infeccién por HSV-2 en pacientes HIV(+). Sin
embargo, la presencia del alelo A se asocio con el antecedente de ITS en los pacien-
tes. Dado que la distribucion de los polimorfismos genéticos es variable entre distin-
tas poblaciones, es necesario identificar los polimorfismos de fundamental importan-
cia, prevalentes en nuestra poblacion (latinoamericana). No podemos descartar que

este polimorfismo pueda tener o no relacion con la infeccién por HSV-1.
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Introduction: Genital infection caused by HSV-2 is the most common ulcerative sex-
ual transmitted disease (STD). It has been associated with other STD, including HIV.
It represents a major risk factor for acquiring and transmitting HIV. The cellular im-
mune response is responsible for infection control. T-bet is a transcription factor in-
volved in activating it. It is fundamental in the differentiation of LTCD4 + into
LTh1. This would significantly determined by polymorphisms in genes. The single nu-
cleotide polymorphisms or SNPs are most common. The SNP rs17244587 (-17426 A
| G) has been associated with predisposition to infection with HSV-2 in a swedish
population. This may explain, in part, the increased susceptibility to infection in some
individuals, including patients HIV(+), in whom this infection is particularly important.
Hypothesis: There is a higher prevalence of allele A of the SNP 17426 A/ G in indi-
viduals infected with HSV-2 than in controls, on population HIV (+). Objective: Com-
pare the incidence of HSV-2 infection in patients HIV (+), according to the presence of
the SNP. Methodology: The patients admitted were HIV (+) controlled in the STD
center of San Jose Hospital. Samples of buffy coat were taken. They were grouped
into two groups, cases: 188 HSV-2 (+) and controls: 63 HSV-2 (-). Genomic DNA was
extracted and quantified. The genotyping was performed by PCR-RFLP. All cases
were HSV-1 (+) and all controls (-). Results: No differences were found when com-
paring the groups in relation to presence of SNP. There were significant differences
about the existence of other STD in presence of SNP. Both groups were in equilibri-
um of Hardy-Weinberg (HW). Discussion: The frequency of allele A in this group of
patients HIV (+) is lower than described in study of swedish population infected with
HSV-2. Although the frequency of this SNP in Latin-American population is not de-
scribed, it is expected to be an intermediate position between European and Asian
population, which seems consistent with our results. Secondly it was found that both
groups were in HW equilibrium, indicating that the method genotyping is relia-
ble. Although not significant differences between groups where found, the A allele
was more common in the group of cases showing a tendency that it could represent a
risk factor for HSV-2 infection in HIV(+) patients. In addition, intervals of trust are ex-
tremely broad (imprecise) and perhaps this could be amended with a study sample



higher. This polymorphism is located in the 3 'untranslated region and is transcribed
into MRNA. We could theorize that this polymorphism could affect the stability of
MRNA and consequently affect the function of T-bet. This would lead to poor activa-
tion of the Thl-type immune response, with decreased IFNy production and de-
creased function of effectors’ elements. This could explain the higher susceptibility to
infection with HSV-2 in patients carriers of this polymorphism. Finally, regarding the
socio demographic characteristics associated with the allele A, sex and others STD
were considered. No significant differences in sex were found, while differences were
found in the presence of other STD. The latter could be explained by the above men-
tioned, namely that the presence of this allele produces a less efficient immune re-
sponse and so most infections occur. Since by chance all cases were HSV-1 (+), and
all controls (-), It is possible that this polymorphism may or may not have a relation-
ship with the HSV-1 infection. Conclusion: We found no statistically significant asso-
ciation between the polymorphism rs17244587 in TBX21 gene with HSV-2 infection in
HIV (+). However the presence of allele A was associated with a history of STD in
patients. Since the distribution of polymorphism varies among different populations, it
is necessary to identify polymorphism of fundamental importance, prevalent in our
population (Latin-American). We can’t exclude that this polymorphism may have or

not relation with HSV-1 infection.

10



INTRODUCCION

1. Epidemiologia del HSV-2

La infeccion genital provocada por el virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2) es la
enfermedad de transmision sexual ulcerativa més frecuente a nivel mundial, repor-
tandose que hasta el 25% de la poblacién adulta se encuentra infectada con este
virus (1). Se ha convertido en un importante problema de salud publica en los ultimos
afos, debido al notable aumento de la prevalencia de infecciones por el HSV-2 des-
de finales de 1970 (2). Asi, representa una fuente importante de morbilidad por va-
riadas razones, desde las molestias fisicas y efectos psicolégicos de las reactivacio-
nes, hasta graves complicaciones en pacientes inmunocomprometidos y neonatos
(2). lgualmente, la infeccion por HSV-2 se ha relacionado con otras infecciones co-
mo la sifilis, entre otras infecciones de transmision sexual (ITS), y como cofactor en
la transmision del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (3,4,5).

En una revision global publicada por la Organizacion Mundial de la Salud en el
afio 2008, el numero total estimado de personas de entre 15 y 49 afios que viven con
el HSV-2 en el mundo es de 536 millones. Ademas existirian mas mujeres que hom-
bres infectados, con un estimado de 315 millones de mujeres infectadas, en compa-
racion a 221 millones de hombres infectados. Por otro lado la prevalencia aumenta
con la edad, con una incidencia maxima entre los 35 a 39 afios de edad. Asimismo
ésta varia considerablemente por region. En general, la prevalencia es mayor en pai-
ses en desarrollo que en paises desarrollados, con algunas excepciones. Asi la
prevalencia de infeccién por HSV-2 en Latino América es mas bien intermedia con
38,6 millones de infectados entre 15 y 49 afios (6).

La incidencia o numero estimado de nuevas infecciones por HSV-2 entre los
15-49 afos de edad a nivel global es de 23,6 millones, de los cuales 12,8 millones
son mujeres y 10,8 millones hombres. Ademas el numero de nuevas infecciones es
mayor en los grupos de edad mas jovenes, y disminuye posteriormente debido a un
descenso en el numero de personas susceptibles. La incidencia también varia entre

las distintas regiones. Asi la incidencia de infeccion por HSV-2 en Latino América es
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mas bien intermedia con 2.534.000 nuevos infectados entre 15 y 49 afios anualmen-
te (6).

En Chile al igual que en el resto del mundo el herpes genital es causado prin-
cipalmente, por el HSV-2 (7). Los registros de casos de herpes genitales diagnosti-
cados clinicamente en los servicios centinelas de deteccion de enfermedades de
transmision sexual del sistema publico de salud reportan un 3,8% de casos dentro
del total de las ITS notificadas (8). Un estudio del afio 2005 en pacientes atendidos
en centros de referencia de ITS muestra una seroprevalencia intermedia entre las
publicaciones mundiales con 43% de pacientes positivos (9). La seroprevalencia en
poblacion HIV(+) en estos centros de ITS es de 76% (10).

2. Caracteristicas del HSV-2

El HSV-2 es miembro de la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesuviri-
nae, género Simplexvirus. Es un virus DNA de doble cadena, con un tamafio entre
150 y 200nm. El virus maduro tiene una nucleocépside de simetria icosaédrica, un
tegumento y un manto. EI genoma codifica para 80-200 productos génicos. La en-
trada del virus a la célula huésped de piel y mucosas ocurre en varias etapas se-
cuenciales, involucrando la interaccion de multiples glicoproteinas virales con molé-
culas en la superficie celular. Posteriormente la capside es liberada en el citoplasma
y transportada hacia el nucleo, donde ocurren los procesos de transcripcion de genes
y replicacion del genoma. La transcripcion ocurre de manera secuencial. Consecuti-
vamente ocurre el ensamblaje de las particulas virales en el nucleo, y las capsides
adquieren su envoltura en la membrana interna de éste. La envoltura entonces se
funde con la membrana nuclear externa y la nucleocapside es liberada al citoplasma
donde madura y es exportada por el aparato de Golgi al exterior. Después del en-
samblaje exitoso de viriones el virus es liberado y penetra en terminaciones nervio-
sas sensoriales y de forma retrégrada alcanza los ganglios sensitivos sacros. El virus
puede persistir en una forma inactiva conocida como infeccion latente en los ganglios
nerviosos. El virus puede reactivarse desde los nucleos de las neuronas, viajar hacia
el sitio inicial de infeccion o cercano a éste y replicar nuevamente, en lo que se de-

nomina una recurrencia viral (11).
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3. Patogenia del HSV-2

La patogenia es dependiente del contacto directo de una persona susceptible
con un individuo infectado. El virus debe entrar en contacto con superficies mucosas
o piel dafiada, donde realiza su ciclo replicativo. Luego el virus es transportado de
forma retrégrada por terminaciones nerviosas sensitivas regionales al ganglio dorsal
sensitivo donde establece latencia. Aunque la replicacién puede a veces llevar a en-
fermedad e infrecuentemente resultar en condiciones graves, como infecciones del
sistema nervioso central, en general predomina el estado de latencia. Algunos esti-
mulos pueden causar reactivaciones, entonces el virus replica nuevamente en sitios

mucocutaneos (11).

4. Cuadro clinico: Herpes genital

La adquisicion de la infeccion es en general por contacto sexual. Como se ha
mencionado anteriormente, el herpes genital en nuestro pais es producido mayor-
mente por HSV-2. Las infecciones por HSV-1 son usualmente menos severas y cur-
san con menos recurrencias. Tanto la primoinfeccibn como las reactivaciones pue-
den ser sintomaticas o asintomaticas, situacién que representa una importante fuente
de contagio. El herpes genital primario es la manifestacion clinica de la primoinfec-
cion y se asocia a una mayor excrecion viral y mas prolongada que las reactivacio-
nes. Las complicaciones sistémicas son relativamente raras, sin embargo puede ocu-
rrir meningitis aséptica y lesiones extragenitales. El herpes genital recurrente es una

forma clinica menos severa (12).

5. Infeccion por HSV-2 y HIV

La infeccion por HSV-2 es un factor de riesgo importante para la adquisicion y
transmision del HIV. En un meta analisis del afio 2002 se reporta que esta infeccion
dobla el riesgo de ser infectado por HIV por transmision sexual (13). Existiria una re-
lacion sinérgica entre ambos. ElI HSV-2 causa Ulceras y micro ulceraciones frecuen-
temente no percibidas por el individuo infectado provocando una pérdida de la barre-
ra mucosa facilitando la entrada del HIV. Ademas, en las lesiones ulcerativas del

HSV-2 habria un reclutamiento importante de LTCD4+, células blanco del HIV y esto
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podria facilitar la infeccion. De la misma forma los episodios de reactivacion del HSV-
2 en pacientes HIV(+), se relacionan con aumentos de la carga viral de HIV, con lo
gue aumenta el riesgo de transmision de este virus a personas susceptibles. Por otro
lado en pacientes HIV(+) e infectados por HSV-2 los cuadros de herpes genital se-
rian mas frecuentes, prolongados y con lesiones atipicas. Ademas aumentaria la fre-
cuencia de excrecion de HSV-2 favoreciendo su transmision a individuos suscepti-
bles (5,14,15).

6. Respuestainmune en la infeccion por HSV-2

La respuesta inmune celular e interferones (IFN) son probablemente los me-
diadores inmunolégicos mas eficientes en la respuesta frente a la infeccion por HSV-
2. En un primer momento los IFN de tipo | (a,8) bloquean la replicacion viral, aumen-
tan la expresion de moléculas de histocompatibilidad tipo | estimulando la citotoxici-
dad mediada por células y actividad de células natural killer (NK)(16,17). Una vez
gue se ha montado una respuesta inmune (RI) adquirida es la RI celular la que se
encargara de contener el virus (18). La activacion de linfocitos T (LT), NK y produc-
cion de IFN es regulada finamente y se compone de una intrincada red de sefializa-
cion. T-bet es uno de los factores involucrados en la activacion de RIA, siendo muy
importante ya que influye en la funcién de NK, LT y produccion de IFNy. T-bet es un
factor de transcripcion codificado por el gen TBX21 perteneciente a la familia de ge-
nes T-box, factores de transcripcion que comparten un dominio de unién a DNA vy
estarian involucrados en la regulacion de procesos de desarrollo celular. T-bet se
expresa tempranamente en la diferenciacion de LTCD4+ en LTh1l y actia como un
potente inductor de IFNy, la cual es la citoquina caracteristica del linaje Th1. La in-
duccién de T-bet puede ocurrir en varias formas distintas dependiendo del tipo celu-
lar y factores. Aunque se reconoce como el principal regulador de la diferenciacion
hacia Th1l se expresa en un amplio rango de células inmunes lo que lo transforma en
un factor crucial en la protecciéon del huésped contra virus y otros microorganismos
invasores. La induccion de T-bet es aumentada por sefiales mediadas por el receptor
TCR junto con STAT-1. La expresion de T-bet lleva a la expresion de IL-12Rp2 y ac-
tivacion por IL-12, lo cual a su vez a traveés de STAT-4 genera reestructuracion de la
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cromatina del gen de IFNy, con produccion de IFNy. T-bet también puede actuar di-
rectamente en el gen de IFNy iniciando su transcripcion. IFNy puede ejercer una re-
troalimentacion positiva aumentando la expresion de T-bet a través del receptor de
IFNy y STAT-1, de forma auto y endocrina, en consecuencia generando un loop de
amplificacion que estabiliza la expresion de T -bet y la diferenciacion hacia Thl (figu-
ra 1). No obstante las funciones efectoras de T-bet no estan limitadas a la diferencia-
cion hacia Thl ya que se ha relacionado con la funcién de mdultiples células inmuno-
|6gicas tanto de la respuesta inmune innata como adquirida. En la respuesta inmune
innata estaria involucrada en la activacion de NK, aumentando su actividad citotoxica
y en la activacion de células dendriticas plasmocitoides productoras de INF de tipo I.
Por otro lado en la respuesta inmune adquirida ademas de estimular la diferenciacion
de linfocitos virgenes hacia Th1 y produccién de IFNy, estimularia un cambio de cla-
se en linfocitos B hacia anticuerpos opsonizantes y fijadores de complemento, esti-
mulacion de la citotoxicidad en LTCD8+, cambio de receptores de quimioquinas con
expresion de CXCR3 favoreciendo la migracion del LTh1 activado a la periferia, entre
otros (19,20).
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Figura 1. Activacion de la respuesta inmune adquirida de tipo Thl

7. T-bet y HIV

Con respecto a la infeccién por HIV y el factor T-bet, sélo existe un estudio de
células infectadas por HIV in vitro, en el cual se observa una induccién del factor T-
bet mediada por la proteina viral Tat. Esto promueve una respuesta imnune Thl y
por lo tanto aumenta la produccion de IFNy, inhibiendo de esta forma la replicacion
del virus (21).

8. Polimorfismos genéticos en la infeccién por HSV-2

Existen numerosos factores de riesgo identificados en la infeccion por HSV-2,
entre los que destacan la edad, nimero de parejas sexuales, nivel socioecondémico,
consumo de alcohol, inicio de actividad sexual temprana y falta de uso de preservati-
VO, entre otros (22,23,24). Tanto la susceptibilidad como la evolucion frente a las pa-

tologias infecciosas son muy variables y estarian determinadas por multiples factores
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del hospedero, agente y ambiente. La variabilidad genética en el hospedero estaria
determinada de forma importante por polimorfismos en genes - que tendrian un rol
en la adhesion, inmunidad innata y adquirida. Estas variaciones serian fundamenta-
les en algunos patégenos como HIV y VRS (25). Como se ha enunciado anterior-
mente, los efectos clinicos de la infeccién por HSV-2 puede ser variable, desde una
portacion asintomatica hasta infecciones recurrentes y severas. Los mecanismos
subyacentes a los distintos resultados de esta enfermedad son desconocidos. Sin
embargo altos niveles de IFN vy, infeccion previa por HSV-1, ciertos alelos HLA, cier-
tas variantes del gen codificante para el receptor Toll 2 (TLR2) y altos niveles de lec-
tina aumentan la posibilidad de una infeccién asintomatica (19).

El avance en técnicas de genotipificacion y secuenciacion del genoma hu-
mano, ha permitido a los investigadores estudiar el rol que pueden tener los polimor-
fismos genéticos en el desarrollo de diversas enfermedades. Los polimorfismos son
variantes del genoma que aparecen por mutaciones en individuos, se trasmiten a la
descendencia y alcanzan frecuencias mayores a 1% en la poblacion tras multiples
generaciones. Los polimorfismos de un nucle6tido o SNP (single nucleotide poly-
morphism) son los mas comunes en el genoma humano; y corresponden a la sustitu-
cion de un nucledtido por otro. La mayoria de los SNP son bialélicos, es decir, estan
constituidos por so6lo dos posibles nucléotidos (o0 alelos). Se denominan alelos “ma-
yor” y “menor” de acuerdo a las frecuencias observadas en la poblacion general.
Ademas, dado que los humanos son diploides (cromosomas de origen materno y
paterno), para cada SNP un individuo puede presentar uno de los siguientes genoti-
pos: homocigoto para el alelo mayor, heterocigoto u homocigoto para el alelo menor.
Gran parte de los SNP ocurren en zonas no codificantes del genoma. En otras oca-
siones, los polimorfismos ocurren en zonas codificantes, pudiendo provocar un cam-
bio de aminoéacido en la proteina final, determinando una modificacion de su funcion
o conformacion. Del mismo modo, las variaciones pueden ocurrir en zonas promoto-
ras de un gen, o en intrones, pudiendo modificar asi su expresion (26). En el gen
TBX21, que consiste en 6 exones y 5 intrones y se localiza en el cromosoma 17 en
humanos, se han identificado varios SNP. Algunos de ellos han sido relacionados

con algunas enfermedades, como asma y diabetes tipo 1 (27,28,29,30).
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El SNP rs17244587(-17426 A/G) ha sido asociado a predisposicion a la infec-
cién por HSV-2 (31). Este SNP se ubica en la region 3’ no codificante, y es transcrito
a RNA mensajero. Es bialélico, siendo el alelo G el mas frecuente (mayor) y el alelo
A menos frecuente (menor). En europeos el alelo A es de 12,1%, mientras que en
asiéticos es de 4,8% y en africanos de 3,8% (32). La frecuencia de ambos alelos en
poblacion latinoamericana no ha sido descrita. Su frecuencia en otras poblaciones es
variable (32).

En ratones, se ha demostrado que la transcripcion del factor T-bet, caracteris-
tico de una respuesta celular de tipo Thl es fundamental en la respuesta inmune in-
nata y adquirida en la infeccién por HSV-2. Este factor seria primordial en las res-
puestas mediadas por células NK y linfocitos T CD4+. Los ratones deficientes de este
factor tendrian mermada de forma importante su respuesta frente a este agente, con
menor actividad citotoxica y produccion de IFNy (19). En un estudio sueco del afio
2008, en poblacién caucasica asistente a una clinica de ITS se asocié una mayor
frecuencia del alelo A en los infectados por HSV-2 (31) Esto podria explicar en parte
la mayor susceptibilidad a la infeccion por HSV-2 en algunos individuos, incluidos los
pacientes HIV( +), en los cuales esta infeccion seria particularmente importante. Da-
da la alta prevalencia de infeccion por HSV-2 en nuestra poblacion y la gran relevan-
cia que tiene esta infeccion en pacientes HIV (+) creemos que seria un primer paso

relevante estudiar la prevalencia de este SNP en este grupo de especial riesgo.
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HIPOTESIS

Existe una mayor prevalencia del alelo A del polimorfismo -17426 A/G en la region no
codificante en el extremo 3’ del gen TBX21, en individuos HIV (+) infectados por
HSV-2 que en controles.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la incidencia de infeccion por HSV-2 en pacientes HIV(+), de acuerdo a la
presencia del alelo A del SNP -17426 A/G en la regién no codificante en el extremo 3’
del gen TBX21.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la identificacion del SNP -17426 A/G en la region no codifi-
cante en el extremo 3’ del gen TBX21, en muestras sanguineas de pacien-
tes HIV(+).

2. Determinar la frecuencia del alelo A en pacientes HIV(+) infectados con
HSV-2 y en controles HSV-2 (-).

3. Identificar caracteristicas socio-demogréficas de estos pacientes, asocia-
das a la presencia del SNP -17426 A/G en la region no codificante en el
extremo 3’ del gen TBX21.

19



METODOLOGIA

1. Pacientes

En el presente estudio, los pacientes ingresados fueron seleccionados a partir
de una poblacién de pacientes HIV (+) controlados en el Centro de ITS del Hospital
San José, los cuales habian participado anteriormente en un estudio de incidencia de
infeccion por HSV-2. Previo consentimiento informado se tomaron muestras de san-
gre, de las cuales se separ6 y almaceno el buffy coat a -80°C desde su recoleccion.
A partir de las muestras de suero se identifico la presencia de anticuerpos especifi-
cos anti HSV-2 agrupandolos en grupo casos: HSV-2 (+) y controles HSV-2(-). Los
datos sociodemograficos utilizados fueron obtenidos de la informacién recolectada en

el estudio de incidencia de infeccién por HSV-2.

2. Célculo del tamafio muestral

Para el calculo de tamafio muestral del presente estudio, se adoptaron los si-
guientes supuestos segun las frecuencias alélicas publicadas en el Unico estudio en
humanos: nivel de confianza 5%, poder de 80% (19). Segun estos supuestos el ta-

mafio muestral necesario es de 188 casos y 63 controles.

3. Extraccion del DNA gendmico

La extraccion de DNA a partir de muestras de buffy coat se realiz6 con un kit
comercial: High Pure Viral Nucleic Acid Kit. Brevemente la lisis celular se realiza me-
diante la incubacién de la muestra en presencia de proteinasa K, luego los &cidos
nucleicos se unen a la superficie de fibras de vidrio, en una columna, en presencia

de una sal, para finalmente ser eluidos (figura 2).
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200pL de

TESR < Adicionar 200uL de Buffer Binding suplementado
(Buffy coat) con Poly(A) y 50 pL de Proteinasa K

Mezclar inmediatamente
Incubar a 72 C por 10 min
Luego agregar 100uL de Buffer Binding

Ensamblar columna y tubo de coleccién
Transferir el lisado al compartimiento
superior

¥

Centrifugar por
1 min a 8000 xg

Descartar tubo de coleccién y su contenido \L FlEmiEy BEaHL 6 BliiE REneysier @R

inhibidores

Centrifugar por
1 min a 8000 xg

!

Centrifugar por
1 min a 8000 xg

|

Centrifugar por
1 min a 8000 xg

|

Centrifugar por
10 s a 13000 xg

|

Centrifugar por
1 min a 8000 xg

|

Acidos nucleicos
purificados

Descartar tubo de coleccién y su contenido Adicionar 450uL de Buffer de Lavado

i . Adicionar 450uL de Buffer de Lavado
Descartar tubo de coleccién y su contenido

LA
VA

Descartar tubo de coleccion y su contenido Adicionar 50uL de Buffer de Elusion

Figura 2. Protocolo de extraccion de DNA con High Pure Viral Nucleic Acid Kit

4. Cuantificacion del DNA extraido

La cuantificacion del DNA extraido se efectud a través de espectrofotometria,

midiendo la absorbancia a 260nm.

5. Genotipificaciéon

La genatipificacion se realiz6 mediante PCR-RFLP. Se disefiaron dos PCR,

para cada uno de los alelos (A y G). Esta técnica pretende obtener amplificados que

contengan una secuencia de corte especifica susceptible de ser reconocida por una

enzima de restriccion. Como en estos casos no existian sitios naturales de restric-

cion, se disefiaron partidores en los cuales se introdujo un cambio nucleotidico, que
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no incluia al polimorfismo, pero que generd una secuencia susceptible de ser reco-
nocida por una enzima de restriccion. Las reacciones de PCR se realizaron en un
volumen total de 50 pL, en un termociclador 2720 Thermal cycler (Applied Biosys-
tems), las condiciones especificas de las reacciones de PCR para cada alelo se de-

tallan en la figura 4.

Polimorfismo Partidores* Condiciones PCR Tamafio
amplificado
TBX21 12426 | D: CCACGATGAAACCTGAGAG
e G/G Alelo G: MgCl:3mM, Partidores:

R1: ATGCAAAAAGCTCCTTCAGG | 0,2 uM, DMSO:0,6uL
(94°C17,56°C17,72°C1”") 144pb
40ciclos

Alelo A: MgCl:3mM, Partidores:

G R2: CTAGATGCAA- 0,2 uM, DMSO:0,6uL 148pb

AAAGCTCCTAC (94°C17,56°C17,72°C1”")
40ciclos

Figura 4. Condiciones especificas utilizadas en la PCR del SNP estudiado
* Partidores disefiados durante el desarrollo de la tesis. El “mismatch” introducido
se destaca en negrita y subrayado. Tamarfo de amplificado esperado antes de la di-

gestion con enzimas de restriccion.

Los productos amplificados fueron digeridos segun el protocolo indicado por
los proveedores (figura 5). Los amplificados y los fragmentos digeridos se visualiza-
ron en geles de poliacrilamida al 12% tefidos con nitrato de plata, utilizando DNA
Ladder de 25 pb (Invitrogen®) como estandar de tamafio molecular. Se obtuvieron
distintos patrones de digestion dependiendo si el amplificado contenia o no la se-
cuencia de corte (figura 5, 6). Esto permitié identificar si el gen contenia o no el alelo

de interés.
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Polimorfismo | Enzima de restriccion Condiciones Tamafio
e Nombre digestion fragmentos
e Sitio de corte
TBX21 12426 Hae Il
GIG 5  GGCcC...a3 37°C 124pb
3...CCGG... 5 (overnight) 20pb
TBX21 12426 Pci |
AIG 5  ACATGT... 3 37°C 124pb
3. TGTACA. .5 (overnight) 24pb

Figura 5. Condiciones especificas utilizadas en la digestion por enzimas de restric-

cion

SNPTBX 21

W

(...) TGGT TCCAGCTGGAGAAAAGAAGACAAGAAAGTCTTGEGLATGAAGGAGCT T(..])

Introduccion de

Cambio nucledtido

Resultados posibles tras digestidn:
Alelo G: Corte de enzima genera dos fragmentos

Alelo A: Fragmento sin corte

Haelll
.GGCC

-
3...CCGG...5

(..)AGTCTTG

[}

124ph 20ph

(..)AGTCTTGGACCTGCAGGAGCTT(...)

144pb

3

G V copeanc(.)

Gel: 5& observan fragmentos tras la

digestion con Hae Il
1,4: Amplifiedo no digeride

2: Amplificado digerido: heterocigoto A/G

3:ladder de 25 pb

5: Amplificado homocigoto AJA

Figura 6. Esquema técnica PCR alelo G y posterior digestion (RFLP) con enzima

Haelll
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SNP TBX 21

!

[ TTGGTTTCCAGCTGGAGAAAAGAAGACAAGAAAGTCTTGGIRCATGARGGAGCT]...

Introduccién de /
Cambic nucledtido
Pail
5 _ACATGT...3
= TGTAC.A.. 5

Resultados posibles tras digestidn: |
Alelo A: Corte de enzima genera 2 fragmentos (..JGACAAGAAAGTCTTGGA | CATGTAG(..)
Alelo G: Fragmento sin corte 124pb 24ph

[ AGACAAGAAAGTCTTGGGCATGTAGGAG...)

143ph

Gel: 5 observan fragmentos tras |a digestion con Poi |
1: Ladder 25 pb

2,4: Amplificado digerido: heterocigoto A/G

3,5: Amplificado no digerido

5: Amplificade digeride: homocigoto A4

Figura 7. Esquema técnica PCR alelo A y posterior digestion (RFLP) con enzima Pci |

6. Analisis de los resultados

El andlisis del polimorfismo se realiz6 estimando las frecuencias alélicas y ge-
notipicas, respectivamente. Las técnicas de laboratorio que se llevaron a cabo permi-
ten determinar el genotipo de cada individuo. Las frecuencias genotipicas, por tanto,
se estimaron directamente calculando la proporcion de individuos con cada genotipo.
Para estimar las frecuencias alélicas simplemente se duplic6 la muestra tomando
como unidad de observacion el cromosoma (cada individuo contribuye con dos cro-
mosomas) y se calculd la proporcion de cada alelo (26).

Previo al analisis de asociacion del polimorfismo con la condicion de estar in-
fectado por HSV-2 debié comprobarse el cumplimiento del equilibrio de Hardy-
Weinberg en los grupos de estudio. El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg de-
termina que frecuencias deben observarse en la poblacion para cada genotipo en
funcién de las frecuencias de los alelos, considerando a los alelos independientes en
su transmision desde progenitores a descendientes y en condiciones en que no exis-

tan fendmenos de seleccion o mutaciéon de éstos. Si el grupo en cuestion de en-
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cuentra en equilibrio las frecuencias esperadas y observadas seran iguales. Estas se
pueden comparar utilizando un test de X?(26).

Para el analisis de asociacion del polimorfismo con la condicion en estudio (in-
feccion por HSV-2), se considerd que el polimorfismo constituye una variable catego6-
rica con tres genotipos y dos alelos posibles. De esta forma se construyeron tablas
de contingencia y se pudo contrarrestar la hipétesis de asociacion mediante un test
de X?. También se calcularon los odds ratios (OD) de cada genotipo respecto de la
referencia para cuantificar la magnitud de la asociacion (26). De esta forma se reali-
zaron los analisis de asociacion comparando los distintos grupos: Grupo control (no
infectados por HSV-2/ HIV+), Grupo casos (infectados por HSV-2/ HIV+).

Para el andlisis de las variables sociodemograficas se describen promedios.
Las diferencias entre grupos se estudiaron a través de la prueba estadistica X?, con

un nivel de significacion de 5%.
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RESULTADOS

En 251 muestras se realiz6 la extraccion de DNA y cuantificacién a través de
espectrofotometria. Del total de muestras, 188 correspondieron a pacientes infecta-
dos por HSV-2 (casos) y 63 muestras corresponden a pacientes no infectados por
HSV-2 (controles).

Mediante la técnica de PCR-RFLP, en las 251 muestras analizadas corres-
pondientes a casos y controles, se efectud la identificacion del alelo G y alelo A. De

ellos se ha obtenido el siguiente resultado, expresado en las tablas 1y 2.

G/IG A/G A/A Total
% (n) %(n) %(n) individuos
Casos 87,77% (165) 11,7% (22) 0,53%(1) 188
Controles 92,06% (58) 7,94% (5) 0% (0) 63
OR 0,943 1,547 1,060
IC [0,038-23,472] | [0,56-4,272] | [0,043-26,394]
= 0,55 0,39 0,55
X? 0,35 0,72 0,35

Tabla 1. Frecuencias genotipicas del polimorfismo -17426 A/G en el gen TBX21
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Alelo G Alelo A Total
%(n) %(n) Cromosomas
Casos 93,62% (352) 6,38% (24) 376
Controles 96,03% (121) 3,97% (5) 126
OR 0,6 1,65
IC [0,226-1,624] [0,616-4,42]
P 0,31 0,31
X? 1.01 1,01

Tabla 2. Frecuencias alélicas del polimorfismo -17426 A/G en el gen TBX21

En primer lugar se analizo si los grupos de casos y controles cumplian con el
equilibrio de Hardy-Weinberg, Esto se realiz6 comparando las frecuencias esperadas
de cada genotipo con las obseradas utilizando un test de X? (Pearson). Se encontrd
gue ambos grupos, casos Yy controles se encontraban en equilibrio, con un p=0,775y
0,743 respectivamente.

En segundo lugar se realiz6 el andlisis de asociacion del polimorfismo con la
condicion en estudio (infeccién por HSV-2). Las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo, junto al analisis de asociacion de estos se muestran en las tablas 1 y 2.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los distin-
tos grupos.

Finalmente describimos las caracteristicas sociodemograficas de los pacien-

tes, en grupo de casos y controles (Tabla 3).
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Caracteristicas Casos Controles p-value

Edad (afios) 39,07 35,25 0,004
Sexo
e femenino 25 17 0,025
e masculino 163 47
Estado civil
e soltero o separado 127 35 0,05
e casado o conviviente 61 28

Orientaciéon sexual

¢ heterosexual 44 37 0,0001
e homosexual 104 22
Otras ITS
e si 127 29 0,002
e no 61 32
Tiempo de diagnostico HIV
(meses) 73,7 57,5 0,04
CD4 (promedio) 402,5 302,3 0,02

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio

En los siguientes parametros no se encontraron diferencias significativas: edad
de primera relacion sexual, nimero de parejas, numero de parejas sexuales, nimero
de parejas sexuales el ultimo afio y carga viral.

Todos los pacientes del grupo casos (HSV-2(+)/HIV+) tenian serologia positiva
para HSV-1 y todos los pacientes del grupo control (HSV-2(-)/HIV+) eran negativos
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para la infeccion por HSV-1, de acuerdo a un estudio previo realizado en el Programa
de Virologia

Finalmente, en lo referente a caracteristicas sociodemograficas asocia-
das al alelo A, se consideraron sexo y otras ETS. No hubo diferencias significativas
en cuanto al sexo (p=0,6947). Si hubo diferencias significativas en cuanto a la pre-

sencia de otras ETS (p=0,02).
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DISCUSION

En este estudio se analizé la posible asociacion del polimorfismo -17426 A/G
en el gen TBX21, un gen fundamental en la activacion de la Rl innata y Rl adquirida
de tipo celular, con la predisposicion a ser infectado por HSV-2. . Pese a que no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de casos y controles, el alelo A
fue mas frecuente en el grupo de casos (infectados por HSV-2) mostrando una ten-
dencia de que éste pueda representar un factor de riesgo para la infeccién por HSV-2
en pacientes HIV(+). Asimismo solo se encontré genotipo homocigoto AA en los ca-
sos. Ademaés los intervalos de confianza son extremadamente amplios (poco preci-
S0S) y quizas esto podria modificarse con una muestra de estudio mayor.

Nuestros resultados muestran que la frecuencia del alelo A en los pacientes
HIV (+) estudiados es menor que la descrita en estudio de poblacién sueca infectada
por HSV-2. Cabe destacar que la frecuencia alélica descrita en poblacién europea en
SNP database (12%) es significativamente mayor que en otras poblaciones tales
como asiaticos (4,3%) y africanos (3,8%) (32). Si bien la frecuencia de este SNP en
poblacion latinoamericana no esta descrita es esperable que sea una situacion in-
termedia entre poblacion europea y asiatica (8,45%estimado), lo cual parece concor-
dante con nuestros resultados.

En segundo lugar se encontr6 que ambos grupos, casos y controles, se en-
contraban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto quiere decir que el método de geno-
tipificacién es confiable. Asimismo indica que la transmision de los alelos de los pro-
genitores a los descendientes es independiente y no ocurrieron fendémenos distorsio-
nadores, como mutaciones o seleccion de un alelo.

El estudio de asociaciones de SNP con entidades patolégicas en el humano
tiene un alto potencial de aplicacion clinica. La identificacion de marcadores genéti-
cos asociados a determinados cuadros clinicos permitiria avanzar tanto en el diag-
nostico, como en el prondstico de estas enfermedades y eventualmente entregaria
posible blancos de nuevos tratamientos. De esta manera debemos preguntarnos
cuales podrian ser las implicancias del polimorfismo -17426 A/G en el gen TBX21 en

la funcién de este gen. Como hemos especificado anteriormente, este polimorfismo
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se ubica en la region 3’ no codificante y es transcrito a RNAm. Aunque es prematuro
implicar una funcion sin pruebas experimentales podriamos especular ciertas conse-
cuencias. Podriamos teorizar que este polimorfismo podria afectar la estabilidad del
RNAmM y consecuentemente afectar la funcién de T-bet. Dentro de este razonamiento
se han descrito unas moléculas llamadas microRNA, éstas se asocian a la region 3’
no codificante de los RNAmM diana y son capaces de modificar la expresion génica.
Los microRNA son hebras monocatenarias, de una longitud de entre 21 y 25 nucleo-
tidos, y se cree que regulan casi un tercio del genoma humano. Los microRNA regu-
lan la expresién génica uniéndose, la mayoria de las veces, a regiones 3’ no codifi-
cantes en los genes blanco (33,34). Polimorfismos funcionales en las regiones 3’ no
codificantes en varios genes han sido asociados con enfermedades, afectando la
expresion génica. Algunos de estos polimorfismos en estas regiones podrian interfe-
rir con la funcion de estos microRNA. Los mecanismos mediante los cuales estos
polimorfismos pueden afectar la expresion génica no se conocen bien. Se ha sugeri-
do que estos polimorfismos podrian interferir con elementos regulatorios que se unen
a zonas no codificantes con pérdida de la regulacion de este gen provocando dismi-
nucién o aumento de la traduccién (33,34). Por ejemplo, un SNP en el extremo 3’ no
codificante de la trombina es una causa de trombofilia hereditaria (35). La alfa-
talasemia se asocia a un SNP en esta misma regién en el gen de la alfa globina (36).
También SNPs en regiones 3’ no codificantes se asocian a infeccién por HPV (37).
De esta forma parece posible que el polimorfismo -17426 A/G en el gen TBX21 pue-
da alterar la estabilidad del RNAm o algun sitio blanco de elementos regulatorios
disminuyendo la traduccién de T-bet. Esto llevaria a una deficiente activacion de la
respuesta inmune de tipo Th1, con disminucion de la produccion de IFNy y disminu-
cion de la funcién de elementos efectores. Esto podria explicar la mayor suceptibili-
dad a la infeccion por HSV-2 en pacientes portadores del alelo A.

En el analisis de los grupos casos y controles se encontraron diferencias signi-
ficativas en cuanto a edad, sexo (masculino), estado civil, orientacion sexual homo-
sexual, otras ITS, tiempo de diagnéstico de HIV y conteo de CD4. Esto parece con-
cordante con lo descrito en la literatura, pues muchos de estos parametros constitu-

yen factores de riesgo para la infeccion por HSV-2 (1).
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Por ultimo en lo que concierne a las caracteristicas sociodemogréficas asocia-
das al alelo A, se consideraron sexo y otras ITS. No hubo diferencias significativas en
cuanto al sexo y si las hubo en relacién a la presencia de otras ITS. Esto podria ex-
plicarse por lo anteriormente mencionado, es decir que por la presencia de este alelo
se produzca una respuesta inmune menos eficiente y por lo tanto se presenten mas
infecciones. Dado que por azar todos los casos fueron HSV-1 (+), y todos los contro-
les HSV-1 (), no se descarta que este polimorfismo pueda tener una relacién con la
infeccion por HSV-1. No obstante debemos recalcar la gran prevalencia de infeccion
por HSV-1 en nuestra poblacion, por lo cual no es de extrafiar que gran parte de la
poblacion infectada por HSV-2 pueda ser portadora también de HSV-1. Una forma de
enfrentar la interrogante de la eventual relacion del polimorfismo estudiado con este
segundo agente viral seria realizar un nuevo estudio con distintos grupos de estudio
para aislar las diferentes variables tanto en poblacion HIV (+), como en poblacion
general. Seria necesario ampliar este estudio incluyendo grupos que fueran HSV-2
(+) HSV-1(-) y HSV-2(-)/ HSV-1(+).
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CONCLUSIONES

1. No se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre
la frecuencia del alelo A del polimorfismo rs17244587 del gen
TBX21 con la infeccion por HSV-2 en pacientes HIV(+).

2. Dado que la distribucién de los polimorfismos genéticos es variable
entre distintas poblaciones, es necesario identificar los polimorfis-
mos prevalentes en nuestra poblacion (latinoamericana).

3. Existe una asociacion entre el alelo A del polimorfismo rs17244587
en el gen TBX21 con la presencia de otras ITS en los pacientes es-
tudiados.

4, Dado que por azar todos los casos fueron HSV-1 (+), y todos los
controles (-), no se descarta que este polimorfismo pueda tener una

relacion con la infeccién por HSV-1.
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