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Cuando emprendas tu viaje a Itaca 
pide que el camino sea largo, 

lleno de aventuras, lleno de experiencias. 
No temas a los lestrigones ni a los cíclopes 

ni al colérico Poseidón, 
seres tales jamás hallarás en tu camino, 

si tu pesar es elevado, si selecta 
es la emoción que toca tu espíritu y tu cuerpo. 

Ni a los lestrigones ni a los cíclopes 
ni al salvaje Poseidón encontrarás, 

si no los llevas dentro de tu alma, 
si no los yergue tu alma ante ti. 

 
Pide que el camino sea largo. 

Que muchas sean las mañanas de verano 
en que llegues -¡con qué placer y alegría!- 

a puertos nunca vistos antes. 
Detente en los emporios de Fenicia 
y hazte con hermosas mercancías, 

nácar y coral, ámbar y ébano 
y toda suerte de perfumes sensuales, 

cuantos más abundantes perfumes sensuales puedas. 
Ve a muchas ciudades egipcias 

a aprender, a aprender de sus sabios. 
 

Ten siempre a Itaca en tu mente. 
Llegar allí es tu destino. 

Mas no apresures nunca el viaje. 
Mejor que dure muchos años 
y atracar, viejo ya, en la isla, 

enriquecido de cuanto ganaste en el camino 
sin aguantar a que Itaca te enriquezca. 

 
Itaca te brindó tan hermoso viaje. 

Sin ella no habrías emprendido el camino. 
Pero no tiene ya nada que darte. 

 
Aunque la halles pobre, Itaca no te ha engañado. 

Así, sabio como te has vuelto, con tanta experiencia, 
Entenderás ya qué significan las Itacas. 

 

Itaca - C.P. Cavafis 
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APOBEC: Apolipoprotein B mRNA editing Enzyme Catalytic polypeptide 
like. 

ATP: Adenosín Trifosfato. 
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BST-2: Bone Marrow Stromal Cell Antigen 2. 
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CRs: Complemet Receptors. 

CUL 5: Cullin 5. 

CXCR4: Chemokine (C-X-C motif) Receptor 4. 

DAF (CD55): Decay Accelerating Factor for complement. 
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DC-SIGN (CD209): Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-
2-Grabbing Non-integrin. 

DMEN: Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium. 

DMSO: Dimetilsulfóxido. 

dNTPs: Deoxynucleotide. 

DTT: Dithiothreitol. 

EDTA: Ácido etildiaminotetraacético. 

EGFP: Enhanced Green Fluorescence Protein. 

FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting. 

FDCs: Follicular Dendritic Cells. 

ENIS (HESN): Expuestos No Infectados. 

FcRs: Fc Receptors. 

FcγR: Receptors for the Fc región of IgG. 

GWAS: Genome-Wide Association Studies. 

HEPES: 4-(2-hydrixyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid. 

HLA: Human Leukocyte Antigen. 

HRM: High Resolution Melt. 

ICAM-1 (CD54): Intercellular Adhesion Molecule 1. 

ICAM-2 (CD102): Intercellular Adhesion Molecule 2. 
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ICAM-3 (CD50): Intercellular Adhesion Molecule 3. 

IL28B: Interleukin 28 B. 

IFNAR1: Interferon (Alpha, Beta and Omega) Receptor 1. 

IFNL4: IFN-Lambda-4. 

IFNs: Interferones. 

IFN-γR: Interferon-gamma Receptor. 

IL: Interleucina. 

JAK: Just Another Kinase. 

LB: Luria-Bertanu medium. 

LTR: Long Terminal Repeat. 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinases. 

MBL: Manosa Binding Lectin. 

MCP (CD46): Membrane Cofactor Protein. 

MIP-1: Macriphage Inflammatory protein 1. 

MOI: Multiplicity of Infection. 

MX2: MX Dynamin-Like FTPase 2. 

NCBI: National Center for Biotechnology Information. 

NF-κB: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of Activated B Cells. 

NIH: National Institute of Health. 

NK: Natural Killer. 

ONUSIDA: Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA. 

PBMCs: Peripheral Blood Mononuclear Cells. 

PBS: Phosphate Buffered Saline. 

Pi3K: Phosphoinositide 3-kinase. 
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PCR: Polymerase Chain Reaction. 

RANTES: Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted. 

RCA: Regulators of Complement Activation. 

RNasas: Ribonucleasas. 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium. 

SDF-1: Stromal Cell-Derived Factor-1. 

SEIMC: Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología 
Clínica. 

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. 

SLAM: Signaling Lymphocytic Activation Molecule. 

SNP: Single Nucleotide Polymorphism. 

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription. 

TNFR2: Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor 2. 

TAR: Terapia Antirretroviral. 

Th: Células T helper. 

TIM: T-cell Immunoglobulin and Mucin. 

TLRs: Toll-Like-Receptors. 

TNF-alpha: Tumor Necrosis Factor Alpha. 

TRIM: Tripartite Motif Proteins. 

TRIM5: Tripartite Motif Containing 5. 

U5R: Unique 5´ Region. 

UTR: Untranslated Region. 

VDR: Vitamin D (1,25-Dihydroxyvitamin D3) Receptor. 

VHB: Virus de la Hepatitis B. 
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VHC (HCV): Virus de la Hepatitis C. 

VIH (HIV): Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 

VSV: Vesicular Stomatitis Virus. 
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Introducción: Los patógenos pueden evadir los mecanismos de la 
inmunidad innata y usarlos para mejorar su infectividad. Algunos usuarios 
de drogas por vía parenteral y con comportamientos de alto riesgo, se 
han mantenido seronegativos para VIH-1 (ENIS). La principal causa 
genética identificada (CCR5), explica una proporción menor de los 
individuos fenotípicamente resistentes a la infección por VIH-1. El 
principal objetivo de este trabajo, ha sido analizar 21 genes de la 
inmunidad innata y su asociación con la infección del VIH-1. Pacientes, 
materiales y métodos: Contamos con una población española de 451 
pacientes (250 VIH-1+/VHC+ y 201 ENIS VIH-1-/VHC+) de usuarios de 
drogas por vía parenteral, una cohorte italiana de 142 individuos de 
parejas serodiscordantes (62 VIH-1+ y 80 ENIS VIH-1-) y 200 donantes 
sanos españoles. Se genotiparon un total de 148 SNPs (65.149 
genotipaciones), mediante el sistema GoldenGate de Illumina y sondas 
Taqman. La cuantificación de los ARNm mediante PCR a tiempo real. Los 
análisis estadísticos se han realizado con los programas PLINK V1.7, 
Haploview V4.1 y SPSS V14.0; y para el diseño de cebadores y clonaciones 
de plásmidos, se utilizaron el Bioedit V7.2.5, el Beacon Design V5.01 y el 
SerialCloner V2.5. Resultados: En este estudio, hemos identificado una 
asociación entre un menor riesgo de infección por VIH-1 por vía 
parenteral y dos polimorfismos ubicados en los genes del complemento: 
rs2842704 (C4BPA) y el rs1567190 (CR2). Este último, podría influir 
también en el riesgo de infección por vía sexual. Además, hemos 
identificado un haplotipo en el promotor de CD209 (formado por los SNPs 
rs4804803, rs735239 y rs735240) que está asociado con protección a la 
infección por VIH-1 por vía parenteral. La caracterización fenotípica de 
estas asociaciones revela en ambos casos que, los genotipos protectores 
están correlacionados con menor nivel de expresión del ARN, o del 
promotor. Por último, la variante rs368234815 de IFNL4, asociada 
previamente con protección a la infección de VHC, también confiere 
protección a la infección por VIH-1 por vía parenteral. Conclusión: La 
protección contra la infección por VIH-1 tiene un origen multifactorial, 
quedando asociadas a este rasgo las variaciones genéticas ubicadas o 
ligadas a CR2, C4BPA, CD209 e IFNL4. Por lo tanto, estas variaciones 
podrían usarse para evaluar el riesgo individual de infección al VIH-1. 
Además, nuestros datos sugieren que estas variaciones podrían ser 
usadas como nuevos marcadores farmacogenéticos para vacunas de 
nueva generación contra el VIH-1.
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Introduction: Pathogens can evade the innate immunity mechanisms and 
even use them to enhance the infectivity. Some intravenous drug users 
with high-risk behaviour remain HIV-1 seronegative (HENS). The main 
identified host genetic cause (CCR5) explains a minor proportion of 
individuals phenotypically resistant to HIV-1 infection. The main objective 
of this work was to analyse 21 innate immunity genes and its association 
with HIV-1 infection. Patients, materials and methods: A Spanish sample 
of 451 intravenous drugs users (250 VIH-1+/VHC+ and 201 HESN HIV-1-
/VHC+), an Italian cohort of 142 partners of serodiscordant couples (62 
VIH-1+ y 80 HESN HIV-1-) and 300 healthy donors from Spain were the 
study populations. 148 SNPs were performed (65.149 genotyping) by 
GoldenGate system (Illumina) and Taqman. mRNA quantification was 
performed by PCR real time. Promoter activity was tested by reporter 
plasmid construction and transfection in cell culture. PLINK V1.7, 
Haploview V4.1, SPSS v14.0 were used for statistical analysis. Bioedit 
V7.2.5, Beacon design V5.01 and SerialCloner V1.5 were used for 
oligonucleotide design and the plasmids cloning. Results: In this study, we 
have identified an association between lower HIV-1 infection risk by 
parenteral route and two polymorphisms located in complement genes: 
rs2842704 (C4BPA) and rs1567190 (CR2). The last one, could influence 
the risk of infection by sexual route too. Furthermore, we have identified 
a haplotype within the CD209 promoter (including the SNPs rs4804803, 
rs735239 and rs735240) that is associated with protection from HIV-1 
infection by parenteral route. The phenotypic characterization of these 
associations revealed that in both cases the protective genotypes were 
correlated with either a lower mRNA expression levels or a lower 
promoter activity. Finally, the rs368234815 polymorphism located in 
IFNL4, previously associated with protection from HCV infection, also 
confers protection to HIV-1 infection by parenteral route. Conclusions: 
The protection against HIV-1 infection is a multifactorial trait. Genetic 
variation linked or within CR2, C4BPA, CD209 and IFNL4 loci are 
associated with this trait. Therefore, these variations could be used for 
evaluating the individual HIV-infection risk. In addition, our results 
suggest that these variations could have a value as new 
pharmacogenetics markers in the next generation HIV-1 vaccine 
programs.
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4.1.- La susceptibilidad a la infección por VIH-1 como rasgo 

multifactorial. 

A diferencia de las enfermedades genéticas sindrómicas, las 
enfermedades comunes o complejas suelen tener una etiología 
mutifactorial, donde interviene el ambiente que rodea al individuo y su 
constitución genética (Donaldson et al. 2015). 

La identificación de los factores ambientales que condicionan las 
enfermedades han sido el objeto de la epidemiología clásica. Sin 
embargo, el estudio de los condicionantes genéticos de las enfermedades 
y su evolución clínica es el reto actual de la genómica humana. Este 
conocimiento, permitirá la clasificación real de las patologías humanas y 
el diseño de nuevas y revolucionarias estrategias terapéuticas (Lander et 
al. 2001). Debido a la complejidad del genoma humano y a la multitud de 
genes que pueden estar involucrados en cada patología común, este reto 
es considerado como el más complicado de las ciencias biológicas. 

La búsqueda de estos factores genéticos, se ha centrado en aquella 
proporción del genoma que es diferente de unos individuos a otros, y 
que, por tanto, es la base de la variabilidad fenotípica de los seres 
humanos. La mayoría de esas diferencias son polimorfismos de una sola 
base o SNPs. La metodología empleada para estos estudios es similar a la 
empleada en la epidemiología clásica, identificando las implicaciones de 
estos polimorfismos en las enfermedades según su presencia diferencial 
en grupos de casos y controles (Donaldson et al. 2015). 

Las enfermedades infecciosas también son consideradas como 
enfermedades complejas, en donde el factor ambiental está totalmente 
identificado (el patógeno), y en donde la susceptibilidad a la infección, así 
como la evolución del paciente, pueden estar condicionados por la 
estructura genética del individuo (Donaldson et al. 2015). 

En estas páginas, nos ocuparemos de una de las enfermedades 
infecciosas que se han convertido en una epidemia de ámbito mundial, la 
infección por VIH-1. En el último informe de ONUSIDA, se estima que un 
total de 36,9 millones de personas estaban infectadas por VIH en 2014 de 
las cuales, 17,1 millones, no lo sabían. En junio de 2015, 15,8 millones de 
personas estaban en tratamiento (http://www.unaids.org/).  

http://www.unaids.org/
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El TAR ha cronificado esta infección a aquellas personas que tienen 
acceso al tratamiento y una buena adherencia al mismo (Essomba et al. 
2015). Si bien es cierto, este tratamiento genera cuantiosos gastos 
económicos a los gobiernos actuales. En el caso de España, el costo medio 
de 48 semanas de tratamiento con TAR es de aproximadamente 8.380€ 
(Javier et al. 2015). 

Los expuestos no infectados o ENIS son individuos que tras 
reiteradas exposiciones al VIH-1 permanecen seronegativos. Se han 
realizado estudios con grupos de ENIS (utilizando tanto la estrategia de 
genes candidatos como la de GWAS) (Joubert et al. 2010; Petrovski et al. 
2011; Lingappa et al. 2011; Luo et al. 2012; Lane et al. 2013). Estos 
individuos con un fenotipo tan extremo, como es la resistencia completa 
o la baja susceptibilidad a la infección por VIH-1, son fundamentales para 
identificar factores genéticos relacionados con resistencia natural a la 
infección. Este conocimiento permitirá evaluar el riesgo de infección de 
cada individuo y será clave para el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas más eficaces contra este virus. 

Hasta el momento se han descrito factores genéticos que influyen 
en la resistencia innata al VIH-1, así como otros que intervienen en la 
progresión de la enfermedad (Zhao et al. 2012). 

4.2.- Factores genéticos, resistencia innata al VIH-1 y 

progresión de la enfermedad. 

El único caso conocido de mutación que provoca una resistencia 
prácticamente total a la infección por VIH-1 es la mutación Δ32 en el 
receptor de quimiocina CCR5. Se trata de una delección de 32 pares de 
bases en el gen CCR5. Si se encuentra en homocigosis, se produce un 
correceptor truncado no funcional que genera resistencia genética a esta 
infección por cepas R5 dependientes. Este alelo está presente de forma 
natural en el 1% de la población caucásica. Este descubrimiento ha 
permitido el desarrollo de inhibidores específicos de CCR5, como el 
Maraviroc, comercializado por Pfizer (Hütter et al. 2015). M303 es una 
mutación rara, ubicada en este mismo correceptor viral, que confiere 
resistencia al VIH-1 en individuos que sean homocigotos para ella o 
heterocigotos para Δ32 (Lane et al. 2013). 
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La existencia de individuos expuestos al VIH-1 no infectados y que 
no son portadores de la mutación CCR5-Δ32, indica que existen otros 
factores genéticos relacionados con este fenotipo. Hasta el momento, no 
se han identificado alelos de resistencia de alta penetrancia que pudieran 
explicar este fenotipo; sin embargo, se han descrito alelos que pueden 
influir no solo en la baja susceptibilidad a la infección, sino también en la 
progresión de la enfermedad. La mayoría de estos alelos se encuentran 
en genes que de una u otra forma están implicados en el proceso infectivo 
(Tabla 1). 

Los estudios recogidos en la tabla 1, son algunos ejemplos que 
sugieren que el grado de resistencia que presentan ciertos individuos no 
homocigotos para la mutación Δ32, puede ser un rasgo multigénico. Es 
por ello, que la identificación de todos los alelos implicados en ese rasgo, 
podrá servir en un futuro para poder estimar el riesgo de cada individuo 
expuesto. Por otra parte, este conocimiento permitiría establecer 
diferentes estrategias de protección y/o terapia que podrían ser aplicadas 
a diferentes individuos según su constitución genética. 

 



 

 

Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1 

Grupo Gen SNP Fenotipo asociado 

Receptores de 
quimiocinas 

CCR5 Δ32 (rs333) Delección de 32 pb asociada a resistencia al VIH en homocigosis 
(Lane et al. 2013). 

 M303 Resistencia al VIH para homocigotos o heterocigotos de Δ32 (Lane 
et al. 2013). 

CCR2 V64I El alelo A está relacionado con progresión lenta a SIDA (Kaur et al. 
2013). 

Ligandos de 
receptores de 
quimiocinas 

RANTES n1.1 Progresión rápida a SIDA en portadores del alelo C (An et al. 2002). 

MIP-1beta  Se han descrito diferencias de expresión de MIP-1beta entre ENIS y 
controles sanos (Zapata et al. 2015). 

SDF-1 rs1801157 El alelo A se relaciona con resistencia al VIH-1 en ENIS (Garcia-
moruja et al. 2009). 
El mismo alelo está asociado a menor supervivencia en pacientes 
con SIDA (Kaur et al. 2013). 

MCP-1  Menor riesgo de infección por VIH-1 (Kaur et al. 2013) 

Citoquinas IL-2  Delección en homocigosis se relaciona con progresión de la 
enfermedad (Lama & Planelles 2007). 

IL-4  Progresión a SIDA (Lama & Planelles 2007). 

IL-8  Niveles de IL-8 en plasma es un marcador de progresión de la 
enfermedad (Lama & Planelles 2007). 

 



 

 

Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1 (Continuación 1) 

Grupo Gen SNP Fenotipo asociado 

HLA tipo I HLA-B HLA-Bw4 
HLA-B*51 
HLA-B*58:1 
HLA-B*13 
HLA-B*81:01 

Progresión lenta de la enfermedad (Martin & Carrington 2013). 

HLA-B*35-Px 
HLA-B*48:02 

Progresión rápida de la enfermedad (Martin & Carrington 2013). 

HLA-B*57 
HLA-B*27 

Progresión lenta de la enfermedad (Kaur et al. 2013). 
Protección de la infección por VIH-1 (Kaur et al. 2013). 

HLA-C rs9264942 Control de carga viral (Martin & Carrington 2013; Kaur et al. 2013). 
Disminución de carga viral en afroamericanos (Zhao et al. 2012). 

HLA tipo II HLA-DR HLA-
DRB1*13:03 

Reducción de la carga viral (Martin & Carrington 2013) 

HLA-
DRB1*15:03 

Susceptibilidad al VIH-1 (Martin & Carrington 2013). 

Receptores TIM Haplotipos Mayor respuesta de los Th1: Proliferación de las células T CD4+, 
aumento de la respuesta de los linfocitos T CD8+ y aumento de la 
replicación del VIH-1 (Kaur et al. 2013). 

Fc gamma IIa  Influyen en la transmisión vertical del virus en una cohorte de Kenia 
(Lama & Planelles 2007). 

 



 

 

Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1 (Continuación 2) 

Grupo Gen SNP Fenotipo asociado 

Receptores CD209 
(DC-SIGN) 

rs4804803 
(-336) 

El alelo G se ha asociado con susceptibilidad a la tuberculosis y 
protección frente a la infección por VIH-1 en hindúes (Selvaraj et al. 
2009). 
Este mismo alelo, se asoció con protección a la infección por VIH-1 
por vía sexual en parejas serodiscordantes de Burkina Faso en 
modelo aditivo (Kagone et al. 2014). 

 El alelo A se asocia a protección a la infección por VIH-1 por vía 
parenteral en europeos-americanos (Selvaraj et al. 2009). 

Haplotipo Este haplotipo genera que el receptor tenga menos de 5 unidades 
de repetición en su cuello y esto se ha asociado con menor riesgo de 
infección por vía sexual en parejas serodiscordantes de China (Zhang 
et al. 2008). 

TLR-3 rs3775291 
(Leu412Phe) 

El alelo 412Phe confiere protección a la infección por VIH-1 en 
modelo dominante independientemente de la vía de transmisión 
(Sironi et al. 2012) 

TLR-8  Progresión más lenta de la enfermedad y reducción de la replicación 
viral (Mackelprang et al. 2014). 
Elevación del TNF-alpha y disminución de IL-10 y la prostaglandina 
E2 (Mackelprang et al. 2014). 

 



 

 

Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1 (Continuación 3) 

Grupo Gen SNP Fenotipo asociado 

Receptores VDR Haplotipo El haplotipo GATGL (rs11568820, rs4516035, rs10735810, 
rs15444410, rs17878969) de VDR, se asocia en modelo dominante 
con protección al VIH-1 por vía parenteral (de la Torre et al. 2008). 
Niveles elevados de VDR y Vitamina D están asociados a resistencia 
al VIH-1 por vía sexual (Aguilar-Jiménez et al. 2013). 

Factores de 
restricción  

TRIM5 Haplotipo 
que genera la 
variante 
TRIM5-alpha 

Protección frente al VIH-1 en trabajadoras sexuales de Pumwani de 
Naerobi (Kenia) (Price et al. 2011). 

BST-2  Inhibe la liberación de partículas virales. Polimorfismos en este gen 
se han asociado a la progresión de la infección (Laplana et al. 2013). 

MX2  El alelo G está asociado en modelo recesivo a protección por VIH-1 
independientemente de la vía de entrada, siendo asociado con un 
aumento de la expresión de MX2 en respuesta a IFN-alpha (Sironi et 
al. 2014). 

APOBEC3 APOBEC3G-
H186R 
(rs8177832) 

Se asocia en homocigosis a mayor carga viral y progresión más 
rápida a SIDA (Kaur et al. 2013). 

 

 



Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1 (Continuación 4) 

Grupo Gen SNP Fenotipo asociado 

Factores de 
restricción 

CUL5 *No es un factor de restricción. Participa en la ubiquitinación de
APOBEC3G. 

rs11212495 Retraso en la progresión a SIDA en afroamericanos (Zhao et al. 
2012). 
Marcador incluido en un haplotipo que se asocia en 
estadounidenses a la velocidad de destrucción de células T en la 
infección por VIH-1 (An et al. 2007). 

Interferones y 
sus receptores 

IFNAR1 Susceptibilidad al VIH-1 y progresión a SIDA (Diop et al. 2006). 

IFN-gamma rs2430561 El alelo A en homocigosis, se ha relacionado con susceptibilidad a 
neuropatía periférica en pacientes con VIH-1 (Thames et al. 2015). 

sTNFR2 Altos niveles de este receptor de IFN-gamma en líquido 
cefalorraquídeo podría repercutir en la neuropatogénesis y el daño 
neurocognitivo del VIH (Thames et al. 2015). 

IFN-lambda rs12979860 
(IFNL3) 

Respuesta al tratamiento del VHC con interferón pegilado (Real et 
al. 2014). 
No está relacionado con la infección o la progresión del VIH-1 y 
tampoco con la curación del VHB (Martin et al. 2010). 

rs368234815 
(IFNL4) 

Mismo valor predictivo en la respuesta al tratamiento que el 
rs12979860; ambos están en alto desequilibrio de ligamiento (Real 
et al. 2014). 



Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1 (Continuación 5) 

Grupo Gen SNP Fenotipo asociado 

Sistema del 
complemento 

MBL Polimorfismos que disminuyen los niveles séricos de las MBL se han 
vinculado con mayores tasas de infección por VIH-1 en adultos y 
niños (Ballegaard et al. 2014). 
Niveles séricos elevados de MBL se han asociado en población 
finlandesa con mayor riesgo a contraer VIH (Ballegaard et al. 2014). 

Implicado en enfermedades autoinmunes y en el caso del VIH es usado como instrumento para 
potenciar la infección (Frank et al. 2014). 

Tabla 1 | Polimorfismos genéticos asociados a la infección por VIH-1. Tabla resumen en la que se recogen los polimorfismos genéticos más 
destacados de los últimos 15 años y su papel en la infección por VIH-1. 
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4.3.- Evasión del sistema inmune y potenciación de la 

infección. 

Los virus han ido evolucionando con el tiempo y han desarrollado 
diferentes estrategias de evasión del sistema inmune del hospedador 
(Assil et al. 2015); un ejemplo de esto es la capacidad de Vif para degradar 
a APOBEC3G o APOBEC3F, eliminando el efecto antiviral de estas enzimas 
(An et al. 2007). 

Estudios recientes han demostrado que virus como el VIH, VHC y el 
Virus de la Hepatitis A, son capaces de empaquetar su ácido nucleico en 
endosomas. Crean una estructura en la que la cápsida y el material 
genético en su interior, quedan rodeados por una bicapa lipídica. Esta 
estructura mantiene su infectividad y es capaz de evitar la neutralización 
por anticuerpos, ya que carecen de glicoproteínas virales de superficie 
(Assil et al. 2015). 

Se ha descrito como diferentes familias de virus utilizan RCA para 
camuflar su superficie viral; esto, es un claro ejemplo de convergencia 
adaptativa (Tortorella et al. 2000). En algunos casos, codifican análogos 
de proteínas reguladoras del complemento, como los poxvivus y los 
herpesvirus (Tortorella et al. 2000); y en otros, las incorporan durante el 
proceso de salida de la célula hospedadora, como los flavivirus (Chung et 
al. 2006) y retrovirus (Stoiber et al. 1997). Esto provoca que la superficie 
viral pase inadvertida, disminuyendo la deposición de fragmentos activos 
de C3 y del complejo de ataque de membrana en la superficie. Además, 
se ha observado en patógenos como: B. burgdorferi (Kenedy et al. 2009), 
N. gonorrhoeae (Ram et al. 1998), S. albicans (Oliver et al. 2008), 
S.pneumonia (Ogunniyi et al. 2009) y S. pyrogenes (Haapasalo et al. 2008). 

En el caso del VIH-1, incorpora en el proceso de gemación a DAF, 
CD59, MCP, etc. También, es capaz de interaccionar con el Factor H 
mediante gp120 y gp41; el Factor H presente en el plasma, es secuestrado 
por estas interacciones produciendo la opsonización completa del virus y 
facilitando de este modo, la interacción del virus con los receptores del 
complemento  presentes en las células. Esto, le aporta una ventaja al VIH-
1 para la infección de las células permisivas (Bánki et al. 2005). 

Lejos de ejercer su función de ayuda en la eliminación de 
inmunocomplejos en el caso del VIH-1, los eritrocitos que expresan CR1 
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intervienen, junto con el Factor I, en el procesamiento proteolítico de C3b 
en iC3b y C3d, aumentando la opsonización del virus. Esto produce una 
mayor interacción de los virus opsonizados con las células dendríticas y 
las células B, a través de receptores del complemento presentes en su 
superficie, como CR2 (Bánki et al. 2005), creando un gran reservorio viral 
en los tejidos linfoides (Frank et al. 2014). Además, en el caso de las 
células dendríticas, el VIH-1 interacciona mediante gp120 con receptores 
de ICAM-1, como DC-SIGN, mejorando la transmisión en cis del VIH en 
células permisivas, como los macrófagos que co-expresan DC-SIGN, CD4 
y los correceptores virales (Zhang et al. 2008; Celerino da Silva et al. 
2011). Este receptor también se expresa en células B y en plaquetas, 
pudiendo mejorar la infección en trans de los linfocitos T (Zhang et al. 
2008). 

Los anticuerpos es otro mecanismo que puede utilizar el VIH-1 para 
mejorar la infección. La formación de anticuerpos neutralizantes suele 
ocurrir tras años de infección persistente. Durante ese tiempo, se 
encuentran anticuerpos no neutralizantes y su existencia puede ser 
debida a: las diferentes conformaciones que el heterodímero 
gp120/gp41 puede presentar en los viriones que presentan a la 
inmunidad humoral, así como, la variabilidad que presentan gp120 y gp41 
debido a la alta tasa de mutación que se produce por errores en la 
retrotranscripción, haciendo muy difícil la generación de anticuerpos 
neutralizantes. Esto hace que solo en porcentaje de esas estructuras, 
puedan presentar epítopos que sean susceptibles a la neutralización, 
dejando el resto, expuestos a la unión por anticuerpos no neutralizantes 
y a la opsonización (Stieh et al. 2015) y uniéndose directamente a los FcγR 
(Bánki et al. 2005; Willey et al. 2011). 

El proceso de potenciación de la infección vía CRs de virus 
opsonizados con fragmentos de complemento y anticuerpos, se 
denomina C´ADE. Este fenómeno no sólo ocurre en el VIH-1, sino que 
también se da en otras familias virales como los flavivirus (Dengue) 
(Boonnak et al. 2008) o filovirus (Virus de Marburgo y del Ébola) 
(Nakayama et al. 2011). En el caso del VIH-1, existen posibles 
explicaciones de este fenómeno. En primer lugar, puede que además de 
la interacción del complejo gp120/gp41 con el receptor y correceptor 
viral, las interacciones que se producen entre los fragmentos opsonizados 
del complemento y los anticuerpos con los CRs y FcR respectivamente, 
haga que aumente el número de interacciones físicas entre el virus y la 
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célula diana, ayudando a que se produzca la infección. En segundo lugar, 
que se produzcan eventos de señalización que mejoren la infección por 
rutas alternativas de entrada, mejorando la replicación viral y 
suprimiendo la respuesta antiviral celular (Willey et al. 2011). 

4.4.- Genes de la inmunidad innata y resistencia a la infección 

por VIH-1: CR2, CD209 e IFNL4. 

Este trabajo se centra en el estudio de rutas claves de los procesos 
inmunológicos y en las primeras etapas de la infección por VIH-1. CR2 y 
DC-SIGN (CD209), son receptores esenciales en la activación de la 
inmunidad adaptativa, mientras que IFNL4 pertenece a la familia de los 
IFNs, moléculas de gran capacidad antiviral. 

4.4.1.- CR2/CD21. 

CR2 es un glicoproteína que se expresa en muchas células del 
sistema inmune, como por ejemplo en linfocitos B, células dendríticas 
foliculares y algunos linfocitos T. Es el receptor del virus de Epstein-Bar y 
tiene como ligandos naturales C3d, C3dg e iC3b (Cruickshank et al. 2012). 

Este receptor es clave en la interacción de la inmunidad innata y 
adaptativa, así como en la activación de los linfocitos B. Una vez que el 
VIH se encuentra opsonizado con fragmentos de C3d, C3dg e iC3b, se une 
a CR2. En el caso de los linfocitos B, se une también a los receptores de 
células B activando al linfocito y amplificando la señal. Y en el caso de las 
FDCs, el virus opsonizado se une a CR2 y a los receptores Fc. Todo esto 
conlleva a la propagación de la infección (Xu et al. 2009). 

Existen polimorfismos en CR2 que se han asociado a susceptibilidad 
al lupus eritematoso sistémico (Douglas et al. 2010; Cruickshank et al. 
2012). Sin embargo, se desconoce la repercusión que puedan tener 
variantes genéticas ubicadas en CR2 en la infección por VIH-1. 

4.4.2.- DC-SIGN (CD209). 

CD209 codifica a DC-SIGN. Se trata de una lectina de tipo C, que está 
presente en forma de receptor transmembrana en las células 
presentadoras de antígenos, como las DCs y los macrófagos. Se une a 
ligando endógenos (ICAM-2, ICAM-2, MAC-1) y exógenos (Vannberg et al. 
2008). Está implicada en la captura de bacterias, hongos, parásitos y 
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ciertos virus como el del Ébola, VHC, el Virus del Dengue, el CMV y el VIH. 
Este último, se une a DC-SIGN mediante la interacción con gp120 
(Celerino da Silva et al. 2011). 

DC-SIGN juega un papel fundamental en la captura del VIH-1 a nivel 
de las mucosas. Posteriormente, migra a los órganos linfoides 
secundarios que albergan grandes cantidades de células T aumentando 
de esta forma, la propagación de la infección (Zhang et al. 2008). Es por 
esto precisamente que, CD209 es un blanco de los estudios de asociación 
genética (Selvaraj et al. 2009). 

Polimorfismos ubicados en el promotor de este gen, se han 
asociado a una mayor susceptibilidad a infecciones como: tuberculosis (Yi 
et al. 2015), Virus de Chikungunya, así como un mayor riesgo de 
desarrollar sus síntomas clínicos (Chaaithanya et al. 2016), mayor 
agravamiento de la enfermedad hepática en personas infectadas por VHC 
(Ryan et al. 2010), mayor hospitalización por agravamiento de síntomas 
en infectados por el Virus del Dengue (Alagarasu et al. 2013), etc. 

Sin embargo, existe cierta controversia con polimorfismos ubicados 
en CD209 y su papel en la infección por VIH-1. Hay variantes que generan 
un acortamiento del cuello del receptor y que se han asociado a menor 
susceptibilidad a la infección en población China (Zhang et al. 2008). En 
un estudio realizado por Liu H y colaboradores, detectan variantes que 
afectan a la longitud del cuello del receptor en población estadounidense 
y que podrían reducir el riesgo de infección por VIH-1 (Liu et al. 2004). Sin 
embargo, en otros estudios realizados sobre población hindú, variaciones 
que determinan la longitud de cuello del receptor, no se asocian con 
susceptibilidad a la infección por VIH-1 (Rathore et al. 2008; Chaudhary 
et al. 2008). Estas diferencias encontradas podrían deberse a las 
diferencias existentes entre las poblaciones estudiadas, ya que las 
variables del estudio de Zhang y colaboradores son raras en individuos de 
África, América, Europa y Oceanía (Zhang et al. 2008). 

Existen variaciones en la zona del promotor de CD209, como el alelo 
C de la variante -336, que se asocian con una mayor susceptibilidad a la 
infección por VIH-1 por vía parenteral, que los portadores del alelo T; sin 
embargo, por vía sexual no se encuentra asociación (Martin et al. 2004). 
Por otro lado, el alelo C en homocigosis, se asocia a protección frente a la 
infección por VIH-1 en hindúes (Selvaraj et al. 2009) y en el caso de 
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parejas serodiscordantes de Burkina Faso, se asocia a protección por vía 
sexual (Kagone et al. 2014) (Tabla 1). 

Todos estos estudios ponen de manifiesto la necesidad de realizar 
nuevos análisis, encaminados a esclarecer el posible efecto de las 
variaciones de CD209 en la resistencia a la infección por VIH-1 en nuestra 
población. 

4.4.3.- IFNL4. 

Cuando una célula es infectada, detecta diferentes componentes 
virales en su interior, tales como proteínas y ácidos nucleicos virales. Esto 
hace que se activen una serie de mecanismos de señalización a través de 
los TLR internos, que inducen la secreción de IFNs y citoquinas, 
desencadenando la respuesta inmune. 

Existen tres tipos de interferones: IFN tipo I, formados por 12 
subtipos; el IFN tipo II o IFN-gamma y el IFN tipo III o IFN-lambda. Cuando 
el IFN tipo I y tipo II se unen a sus receptores IFNAR e IFN-γR 
respectivamente, activan la ruta JAK-STAT (pudiendo activar otras rutas 
como: Pi3K, MAPK, o NF-κB) (Lin & Young 2014). Como consecuencia de 
esto, se produce la transcripción de múltiples genes asociados con la 
proliferación, diferenciación, activación funcional, supervivencia o 
apoptosis celular (Duarte & Frank 2000). Estos interferones, intervienen 
en la replicación  viral mediante la inducción de enzimas que bloquean la 
traducción o degradan el ARN viral. También, pueden interferir en la 
liberación de partículas virales a través de la inducción de proteínas TRIM. 
Inducen la apoptosis de células infectadas, la maduración de DCs y la 
diferenciación de linfocitos T. También, activan y reclutan a las NK, células 
B y T. Además, el IFN tipo II induce una mayor expresión de los IFN tipo I, 
lo que estimula a las células endoteliales a producir quimioquinas que 
atraigan a macrófagos, neutrófilos y células T. También, promueve la 
producción de IL-12 por las células presentadoras de antígenos, lo que 
impulsa la diferenciación de las células T (Lin & Young 2014). 

En el caso de los IFN tipo III se unen a IL-10R2 e IFN-λR1. Estos 
receptores se expresan en células epiteliales, células B y T, macrófagos y 
DCs. El IFN tipo III activa la vía de señalización JAK-STAT, induciendo 
actividad antiviral en estas células y la apoptosis; además, facilita la 
detección y la destrucción de células infectadas (Xu et al. 2015). Se ha 
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demostrado que el IFN tipo III, inhibe la replicación del VHB en 
hepatocitos y del VIH-1 en macrófagos y células T (Lin & Young 2014). 

El papel de los IFN-lambda en la infección por VIH-1 es 
contradictorio. En un estudio llevado a cabo por Serra C y colaboradores, 
mostraron como en PBMCs tratados con IFNL2 e IFN tipo 1, se producía 
un aumento en la unión y replicación del VIH-1. Al parecer, esto es debido 
a que los interferones aumentan la expresión de CD4, CXCR4 y CCR5 
(Serra et al. 2008). Hou W y colaboradores, muestran como el IFNL1 e 
IFNL2 inhiben la infección y replicación en macrófagos, al parecer debido 
a que el IFNL induce la producción de quimiocinas que bloquean la 
entrada del VIH-1 (MIP-1alpha y MIP-1beta) y a que además, induce la 
producción de IFN tipo I (Hou et al. 2009). 

El papel de IFNL3 e IFNL4 en la infección por VIH-1 es desconocido. 
Numerosos estudios han evidenciado la existencia de SNPs que influyen 
en la respuesta al tratamiento de la infección por VHC con interferón 
pegilado. Es el caso del rs12979860, ligado a IFNL3 (IL28B) (Tabla 1). Si 
bien es cierto, otro SNP ubicado aguas arriba, el rs368234815 (IFNL4), 
tiene el mismo valor predictivo en la respuesta al tratamiento en 
europeos pero no en africanos. Ambos marcadores, que en realidad se 
encuentran dentro de IFNL4, están en alto desequilibrio de ligamiento 
(Real et al. 2014). Es por todo esto, por lo que se intenta esclarecer que 
función tiene IFNL4 en la infección por VIH-1 en este trabajo. 
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Hipótesis global: Existen usuarios de drogas por vía parenteral que, 
pese a tener conductas de riesgo permanecen seronegativos al VIH-1 
(ENIS). Todos los casos de resistencia al VIH-1 no pueden explicarse a 
través de la mutación de CCR5, por lo que los polimorfismos ubicados 
en los genes de la inmunidad innata podrían explicar el fenotipo 
extremo de ENIS. 

Objetivo global: Identificar factores genéticos asociados a resistencia 
innata al VIH-1, utilizando una estrategia de genes candidatos. 

Hipótesis 1: Mutaciones que reduzcan la capacidad funcional de las 
proteínas reguladoras de la activación del complemento podrían 
proteger de la infección por VIH-1, aumentando la virólisis y la 
citotoxicidad a través de la activación efectiva de las diferentes rutas 
del complemento. 

Objetivo 1.1: Identificar y caracterizar nuevos polimorfismos 
genéticos de los genes RCA que podrían asociarse con resistencia a la 
infección por VIH-1 en drogadictos por vía parenteral. 

Objetivo 1.2: Determinar, si los polimorfismos encontrados en los 
genes RCA que confieren resistencia por vía parenteral, también la 
confieren por vía sexual. 

Objetivo 1.3: Desarrollar las herramientas necesarias para 
caracterizar funcionalmente a CR2 mediante experimentos de 
infección: crear líneas celulares estables que expresen las dos 
variantes de CR2 y optimizar el proceso de creación de pseudovirus. 

Hipótesis 2: Los haplotipos de CD209 podrían influir en el riesgo de 
infección por VIH-1. Esto se ha observado en otros virus como el del 
Dengue o en infecciones bacterianas como la tuberculosis. 

Objetivo 2.1: Determinar la asociación genética de los SNPs y los 
haplotipos ubicados en el promotor de CD209 en la susceptibilidad a 
la infección por VIH-1. 

Objetivo 2.2: Determinar en un modelo in vitro, el efecto funcional de 
los haplotipos de CD209 así como, realizar experimentos de infección 
en células mononucleares de sangre periférica de donantes sanos. 
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Hipótesis 3: Un polimorfismo en IFNL4 se ha asociado con curación 
espontánea y una mejor respuesta al tratamiento contra VHC. Esta 
variante podría tener un efecto protector frente la infección por VIH-
1, ya que también está asociada a progresores lentos. 

Objetivo 3.1: Determinar el papel del rs368234815 
(inserción/delección) del gen IFNL4 en la susceptibilidad a la infección 
por VIH-1. 
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Global hypothesis: Some intravenous drug users have remained HIV-
1 seronegative (HESN), even with high-risk behaviour. The main 
identified host genetic cause (CCR5) cannot explain all cases of 
resistance to HIV-1 infection. Polymorphisms in innate immunity 
genes could explain this extreme phenotype. 

Global objective: To identify genetic factors related to innate 
resistance to HIV-1 using a candidate genes association strategy. 

Hypothesis 1: Polymorphisms that reduce the functional capabilities 
of regulators of complement activation (RCA) could induce a 
protective background against the HIV-1 infection, increasing the 
virolisis and cytotoxicity with a more effective activation of 
complement. 

Objective 1.1: To identify and characterize new genetic 
polymorphisms located in RCA genes that could be associated with 
resistance to HIV-1 infection on intravenous drug users. 

Objective 1.2: To confirm whether polymorphism within RCA genes 
previously identified can confer resistance to HIV-1 infection in 
individuals at risk of infection through sexual route. 

Objective 1.3: To develop necessary tools to characterize CR2 
functionally through infection experiments: to create stable cell lines 
which express the two CR2 isoforms and optimize pseudo-viruses 
creation process. 

Hypothesis 2: The haplotypes of CD209 may influence the risk of HIV-
1 infection as has been observed in other viral (Dengue) or bacterial 
diseases (tuberculosis). 

Objective 2.1: To test the genetic association of SNPs and haplotypes 
located in the CD209 promoter with HIV-1 infection susceptibility. 

Objective 2.2: To study the functional effect of CD209 haplotypes 
using an in vitro model as well as expression experiments in PBMC 
from healthy donors. 
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Hypothesis 3: One IFNL4 polymorphisms is associated with 
spontaneous clearance and better response to HCV treatment. This 
variant could have a protective effect to HIV-1 infection since it is 
associates to long-term non-progressors too. 

Objective 3.1: To determine the influence of rs368234815 INDEL in 
the susceptibility to HIV-1 infection. 
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6.1.- Poblaciones de estudio. 

Para la realización de esta tesis se utilizaron 3 grupos de individuos. 

El primer grupo está formado por individuos varones españoles de 
origen caucásico, usuario de drogas por vía parenteral que han 
compartido jeringuillas durante más de tres meses. En esta población de 
451 individuos, contamos con 250 sujetos coinfectados con los virus VIH-
1 y VHC y con 201 ENIS para VIH-1 pero, con serología positiva para VHC 
(Figura 1). 

Estas muestras provienen de los hospitales: Arnau de Vilanova 
(Lleida), Nuestra Señora de Valme (Sevilla) y Reina Sofía (Córdoba) (Figura 
1). El ADN se extrajo de una muestra de sangre periférica, que se tomó a 
cada individuo, mediante el kit de extracción de ADN de NucleoSpin® 
Blood QuitckPure (Macherey-Nagel, Düren, Germany) o Magna Pure 
System (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). El ADN genómico de todas 
las muestras se procesó en las instalaciones de microbiología de los 
respectivos hospitales, donde cuentan con el material de trabajo 
necesario para el procesamiento adecuado de las muestras. 

La segunda población está formada por hombres y mujeres de 
nacionalidad italiana y de origen caucásico, que han mantenido más de 4 
relaciones sexuales sin protección y al menos 3 de ellas, dentro de los 4 
meses anteriores al ser inscritos en esta cohorte, teniendo un promedio 
de 30 contactos sexuales no protegidos al año (rango, 18 a >100). Forman 
parte de una cohorte de pareja heterosexuales serodiscordantes bien 
caracterizada y que se ha seguido desde 1997 (Biasin et al. 2010). 

La procedencia de estas muestras de ADN fue el Hospital S.M. 
Annunziata, Florencia, Italia (Figura 1). El ADN de cada paciente se extrajo 
de una muestra de sangre periférica, en las instalaciones de dicho 
hospital, siguiendo el procedimiento de fenol-cloroformo. 

La tercera y última población, está integrada por donantes sanos 
procedentes del banco de sangre del Hospital Ciudad de Jaén (Figura 1) a 
los que se les extrajo ADN de células mononucleares de sangre periférica 
aisladas, siguiendo el procedimiento de centrifugación en gradiente de 
ficoll. La extracción de ADN se realizó mediante el kit de extracción de 
ADN NucleoSpin® Blood QuitckPure (Macherey-Nagel, Düren, Germany) 
o Magna Pure System (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 
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6.1.1.- Población del estudio del complemento y resistencia innata al 
VIH-1. 

Para este estudio se utilizaron 250 muestras de individuos 
coinfectados con los virus VIH-1 y VHC, y 201 muestras de ENIS para VIH-
1, pero con serología positiva para VHC de población española. 

De la cohorte italiana se utilizaron un total de 142 muestras de las 
cuales, 62 fueron individuos infectados con el virus VIH-1 y 80 ENIS para 
VIH-1. 

Y como controles, se utilizaron individuos del grupo de donantes 
sanos (Figura 1). 

6.1.2.- Población del estudio de CD209 y resistencia al VIH-1. 

Un total de 295 muestras de la población española se utilizaron 
para realizar este estudio, de las cuales 165 eran coinfectados con los 
virus del VIH-1 y VHC, y 130 ENIS para VIH-1 pero con serología positiva 
para VHC. 

De las 165 muestras VIH-1(+)-VHC(+), 140 pertenecían a pacientes 
que se trataron con interferón pegilado-α-2a o con interferón pegilado-
α-2b a dosis de 180 µg/semana y 1,5 µg7kg7semana respectivamente. 
También recibieron tratamiento con ribavirina a una dosis que se 
encontraba entre los 800 y 1200 mg/día. 

Como controles se utilizaron 142 individuos del grupo de donantes 
sanos (Figura1). 

6.1.3.- Población de estudio de IFNL4 y su influencia en la infección por 
VIH-1. 

Para este estudio solo se utilizaron individuos de la población 
española. Un total de 401 de los cuales, 213 eran individuos coinfectados 
con los virus del VIH-1 y VHC y 188 muestras de ENIS para VIH-1, pero con 
serología positiva para VHC. 

Al igual que en los anteriores estudios, los controles fueron 
individuos del grupo de donantes sanos de Jaén. (Figura 1). 
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Figura 1 | Poblaciones y composición de los integrantes de cada estudio. A) Individuos 
que integran los tres grupos que se utilizan en este trabajo. B) Individuos que componen 
las poblaciones de cada estudio. 

6.2.- Aspectos éticos. 

Todos los estudios fueron diseñados y realizados de acuerdo con la 
declaración de Helsinki; fueron aprobados por los comités de bioética de 
los hospitales participantes y de la Universidad de Jaén (Anexo 1). 
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Todas las personas participantes en los estudios firmaron un 
consentimiento informado (Anexo 2). 

6.3.- Genotipación. 

6.3.1.- Genotipación mediante Veracode Golden Gate de Illumina. 

Con este sistema se genotiparon 143 SNPs para realizar un estudio 
de genes candidatos. Estos SNPs, se encuentran distribuidos en 19 genes 
reguladores de la activación del complemento (criterios de inclusión en 
el apartado 6.12.). 

Estas genotipaciones se llevaron a cabo mediante la técnica 
Veracode Golden Gate (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.), en el 
Departamento de Genómica Estructural de Neocodex SL. (Sevilla, 
España). Los marcadores seleccionados se pueden ver en el Artículo 1: 
“Association of complement receptor 2 polymorphisms with innate 
resistance to HIV-1 infection” ubicado en el apartado 7. Más 
concretamente en la tabla 1 del mismo: “Table 1: Chromosomal location 
and genomic characteristics of selected markers”. 

6.3.2.- Genotipación mediante PCR a tiempo real. 

Todas las genotipaciones se realizaron mediante PCR a tiempo real 
en el equipo MX3005 (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) o Eco Real-Time 
PCR System (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.). 
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6.3.2.1.- Genotipación del SNP rs1567190 de CR2.  

Material: 

-Sonda taqman rs1567190_CR2 (40X) de Applied Biosystem 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Esta sonda va 
marcada para el alelo T con FAM y el alelo C con HEX, teniendo 
como quencher BHQ 1 y BHQ 2 respectivamente. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- DMSO. 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del 
rs1567190 de CR2 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4 

Quantimix Easy Probes 6,3 

DMSO 0,6 

Sonda rs1567190_CR2 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs1567190 de CR2 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

64 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.3.2.2.- Genotipación del SNP rs2842704 de C4BPA.  

Material: 

- Sonda Taqman rs2842704_C4BPA (40X) de Applied Biosystem 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Esta sonda va 
marcada con FAM para el alelo G y con HEX para el alelo A, 
teniendo como quencher BHQ 1 y BHQ 2 respectivamente. 

- Kapa Probe Fast universal Q-PCR Kit Master Mix (2X) Universal 
(KapaBiosystem, Wilmington, MA, EE.UU.). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del 
rs2842704 de C4BPA 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4,6 

Kapa Probe Fast Universal 
Q-PCR 

6,3 

Sonda rs2842704_C4BPA 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs2842704 de 
C4BPA 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

63 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.3.2.3.- Genotipación del SNP rs2287886 de CD209.  

Material: 

- Sonda Taqman rs2287886_CD209 (40X) de Applied Biosystem 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Esta sonda va 
marcada para el alelo A con VIC y el alelo G con FAM, teniendo 
como quencher BHQ2 y BHQ 1 respectivamente. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del 
rs2287886 de CD209 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Sonda rs2287886_CD209 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs2287886 de 
CD209 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

63 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.3.2.4.- Genotipación del SNP rs4804803 de CD209. 

Material: 

- Sonda Taqman rs4804803_CD209 (40X) de Applied Biosystem 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Esta sonda va 
marcada para el alelo A con VIC y el alelo G con FAM. Teniendo 
como quencher BHQ 2 y BHQ 1 respectivamente. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del 
rs4804803 de CD209 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Sonda rs4804803_CD209 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs4804803 de 
CD209 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.3.2.5.- Genotipación del SNP rs735239 de CD209.  

Material: 

- Sonda Taqman rs735239_CD209 (40X) de Applied Biosystem 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Esta sonda va 
marcada con VIC para el alelo A y con FAM para el alelo G, 
teniendo como Quencher BHQ 2 y BHQ 1 respectivamente. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del rs735239 
de CD209 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Sonda rs735239_CD209 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs735239 de 
CD209 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

63 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.3.2.6.- Genotipación del SNP rs735240 de CD209.  

Material: 

- Sonda Taqman rs735240_CD209 (40X) de Applied Biosystem 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). Esta sonda va 
marcada para el alelo A con VIC y para el alelo G con FAM, 
teniendo como quencher BHQ 2 y BHQ 1 respectivamente. 

-Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del rs735240 
de CD209 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Sonda rs735240_CD209 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs735240 de 
CD209 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.3.2.7.- Genotipación del SNP rs333 de CCR5 (Δ32).  

Esta genotipación de llevo a cabo en el termociclador Eco Real.Time 
PCR System (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.). 

Material: 

- Cebadores: 

Cebador_sentido: 5´-TTC ATT ACA CCT GCA GCT CTC-3´. 

Cebador_antisentido: 5´-GAC CAG CCC CAA GAT GAC TAT C-3´. 

- Kit SsoFast Evagreen Supermix (BIO-RAD, Hercules, CA, EE.UU.) 
que incluye la enzima polimerasa (Sso7d-fusion polymerase), los 
dNTPs, MgCl2 el tampón de reacción y Eva Green. 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del rs333 de 
CCR5 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 8,5 

SsoFast EvaGreen Supermix 10 

Cebador_sentido (500 µM) 0,5 

Cebador_antisentido (500 µM) 0,5 

ADN 0,5 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 

 

 

 

 

 



Pacientes, materiales y métodos/Patients, materials and 

methods 

68 Rocío Herrero 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs333 de CCR5 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:02:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:10 

Hibridación y 
extensión 

56 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 

Curva de 
disociación 

 95 00:01:00 
Medida de 
fluorescencia con 
cada incremento 
de 0,1 ˚C para la 
curva de 
disociación o 
HRM 

55 00:00:30 hasta 

95 00:00:30 

6.3.2.8.- Genotipación del SNP rs368234815 de IFNL4.  

Material: 

- Sonda Taqman rs368234815_IFNL4 (Isogen Life Science, 
Veldzigt, Paises Bajos) marcada con HEX para la inserción TT: 5´-
ATCGCAAGAAGGCC-3´. El quencher en este caso fue BHQ 2. 

- Sonda Taqman rs368234815_IFNL4 (Isogen Life Science, 
Veldzigt, Paises Bajos) marcada con FAM para la inserción ΔG: 5´-
ATCGCAG_CGGCCC-3´. Siendo el quencher BHQ 1. 

- Cebadores: 

Cebador_sentido: 5´-GCC TGC TGC AGA AGC AGA GAT-3´. 

Cebador_antisentido: 5´-GCT CCA GCG AGC GGT AGT G-3´. 

- Tampón de PCR Quantimix easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 
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Método: 

Mezcla de reacción de PCR de genotipación del rs368234815 de 
IFNL4 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 4 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Cebador_sentido (200 µmol/µl) 0,2 

Cebador_antisentido (200 µmol/µl) 0,2 

Sonda HEX_IFNL4 (100 µmol/µl) 0,2 

Sonda FAM_IFNL4 (100 µmol/µl) 0,1 

ADN 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de genotipación del rs368234815 de 
IFNL4 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:20 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 

6.4.- Secuenciación. 

Para secuenciar el fragmento de 515.844 pb del cromosoma 1 
(desde la posición 207.224.455 pb hasta las 207.740.29 pb, NCBI 
GRCh37/hg19) que comprende los genes reguladores del complemento 
C4BPA, CD55, CR2 y CR1, se utilizó la tecnología HiSeq2000 (Illumina, San 
Diego, CA, EE.UU.). 

Los datos obtenidos se analizaron mediante un programa 
informático de computación en la nube llamado DNAnexus 
(www.dnanexus.com, Mountain View, CA, EE.UU.). 

http://www.dnanexus.com/
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6.4.1.- Preparación de los pool de pacientes para la secuenciación. 

Se secuenciaron un total de 8 pools (mezcla) de pacientes: tres de 
ellos formados por ADN de un total de 33 ENIS, con genotipo homocigoto 
CC para el polimorfismo rs1567190 de CR2 asociado a protección frente 
a la infección por VIH-1; los otros 5, formados por ADN de un total de 46 
individuos infectados con VIH-1, con genotipo homocigoto TT para el 
polimorfismo rs1567190 de CR2 asociado a riesgo frente a la infección 
por este virus. La media de individuos que formaban cada pool era de 9 
pacientes. 

Para la realización de los pools, se seleccionaron a los pacientes a 
los que se iba a secuenciar de los que previamente habían sido 
genotipados, mediante la tecnología Veracode GoldenGate (illumina, San 
Diego, CA, EE.UU.) Posteriormente, se mezclaron sus ADN en un tubo de 
1,5 ml, se añadió el 10% del volumen total de la mezcla de ADN de acetato 
sódico 3 M a pH 5.3 y dos volúmenes del total de la mezcla de ADN de 
etanol al 100%. 

Se incubaron durante toda la noche a -20 ˚C. Pasado este tiempo, 
se centrifugaron a 12000 rpm durante 25 minutos para que precipitase el 
ADN. Se quitó el sobrenadante y se les incorporó etanol al 70% para 
eliminar las sales del acetato sódico. Se volvieron a centrifugar a 12000 
rpm durante 25 minutos, para volver a quitar el sobrenadante y dejar 
secar el ADN. Posteriormente, se resuspendieron los ADN secos en un 
tampón de elución Tris con pH 8.5. Luego, se cuantificaron las 
concentraciones de los diferentes pools mediante espectrofotometría, 
obteniendo una media de 210 ng/µl aprox. en cada pool. 

Los pools se enviaron a la sede de Otogenetics Corporation 
(Otogenetics Corporation, Atlanta, EE.UU.) para su secuenciación. 

6.5.- Extracción de ARNm. 

Para llevar a cabo la extracción de ARNm total de PBMCs, se utilizó 
el reactivo TriPure Isolation Reagent (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, 
EE.UU.) siguiendo el protocolo que proporciona el fabricante. 
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6.6.- Retrotranscripción. 

Para realizar la retrotranscripción del ARNm extraído (mediante el 
método mencionado en el apartado anterior, 6.5.) a ADNc se siguió el 
siguiente procedimiento: 

Material: 

- Kit SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (200U/µl) (Thermo 
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) que contiene la enzima 
retrotranscriptasa SuperScriptTM III RT (200U/µl), el tampón de 
reacción 5X First-Strand Buffer y DTT 0.1 M. 

- Recombinant RNase Inhibitor (40U/µl) (Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, CA, EE.UU.). 

- Hexámeros aleatorios, Random Hexamer Primers (Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.9 

- dNTPs 10 mM (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ARN (10 pg - 5 µg). 

Método: 

Mezcla 1 – Preparar en hielo 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O Completar hasta los 13 µl 

dNTPs 1 

Random Hexamer Primers 1 

ARNm - 

Volumen final de reacción 13 µl 

Se incubó a 65 ˚C durante 5 min y se puso en hielo al menos 
durante 1 min 
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Mezcla 2 – Preparar en hielo 

Material Volumen por muestra (µl) 

5X First Strand Buffer 4 

DTT 1 

RNaseOUT 1 

SuperScriptTM III Reverse 
Transcriptase 

1 

Volumen a añadir a la mezcla 1 7 µl 

Volumen final de reacción 20 µl 

Se incubó a temperatura ambiente 5 min, luego a 50 ˚C 
durante 45-60 min y a 70 ˚C durante 15 min. 

6.7.- Cuantificación de la expresión de CR2, C4BPA y CD209. 

Todas las cuantificaciones se realizaron mediante PCR a tiempo real 
en el equipo MX3005 (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). 

Los ADNc que se utilizaron en todas las cuantificaciones fueron 
obtenidos siguiendo el protocolo detallado en el apartado anterior 6.6. 

6.7.1.- Cuantificación de la expresión de CR2 y de sus isoformas. 

6.7.1.1.- Cuantificación de la expresión global de CR2.  

Material: 

- Sonda Taqman Hs00153398_m1 de cuantificación de CR2 (20X) 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) marcada con FAM 
y con BHQ 1 como quencher. 

- Sonda Taqman Hs01047410_g1 de cuantificación de CD19 (20X) 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) marcada con VIC 
y con BHQ 2 como quencher. CD19 fue el normalizador interno. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADNc. 
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Método: 

Mezcla de reacción de PCR de cuantificación global de CR2 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 2,7 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Sonda Hs00153398_m1 de CR2 0,5 

Sonda Hs01047410_g1 de CD19 0,1 

ADNc 2 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de cuantificación global de CR2 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:25 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 

6.7.1.2.- Cuantificación de la expresión de la isoforma corta de 
CR2. 

Material: 

- Sonda Taqman de cuantificación de CR2_S (Isogen Life Science, 
Veldzigt, Paises Bajos) marcada con Texas-RED y con BHQ 2 como 
quencher: 5´-CATGTTTCTTTTTCACAAAC-3´. 

- Sonda Taqman Hs01047410_g1 de cuantificación de CD19 (20X) 
marcada con VIC (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad CA, EE.UU.) 
con BHQ 2 como quencher. CD19 fue el normalizador interno. 

- Cebadores: 

Cebador_sentido de CR2_S: 5´-CACCTGGGATCCTGAAATACCA-3´. 
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Cebador_antisentido de CR2_S: 5´-TCTTGAAGACTCTGTCTCACAT 
GCT-3´. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADNc. 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de cuantificación de CR2_S 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 2,6 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Cebador_sentido 0,5 

Cebador_antisentido 0,5 

Sonda Taqman de CR2_S 1 

Sonda Hs01047410_g1 de CD19 0,1 

ADNc 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de cuantificación de CR2_S 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:25 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 
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6.7.1.3.- Cuantificación de la expresión de la isoforma larga de 
CR2. 

Material: 

- Sonda Taqman de cuantificación de CR2_L (Isogen Life Science, 
Veldzigt, Paises Bajos) marcada con Texas-RED y con BHQ 2 como 
quencher: 5´-CTGGCAGCCTTTTT-3´. 

- Sonda Taqman Hs01047410_g1 de cuantificación de CD19 (20X) 
marcada con VIC (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad CA, EE.UU.) 
con BHQ 2 como quencher. CD19 fue el normalizador interno. 

- Cebadores: 

Cebador_sentido de CR2_L: 5´-TGATAACACCTGGGATCCTGAAAT 
A-3´. 

Cebador_antisentido de CR2_L: 5´-AGAAGACCGTATTTCCACC 
TGTATG-3´. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADNc. 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR de cuantificación de CR2_L 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 2,6 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Cebador_sentido 0,5 

Cebador_antisentido 0,5 

Sonda Taqman de CR2_L 1 

Sonda Hs01047410_g1 de CD19 0,1 

ADNc 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
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Condiciones de la PCR de cuantificación de CR2_L 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:25 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 

6.7.2.- Cuantificación de la expresión de C4BPA. 

Material: 

- Sonda Taqman Hs00426339_m1 de cuantificación de C4BPA 
(20X) (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) marcada con 
FAM y con BHQ 1 como quencher. 

- Sonda Taqman Hs00169122_g1 de cuantificación de CD14 (20X) 
marcada con VIC (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) 
con BHQ 2 como quencher. CD14 fue el normalizador interno. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADNc. 
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Método: 

Mezcla de reacción de PCR de cuantificación de C4BPA 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 3,3 

Quantimix Easy Probes 6,3 

Sonda Hs00426339_m1 de C4BPA 1,2 

Sonda Hs00169122_g1de CD14 0,2 

ADNc 1 

Volumen final de reacción 12 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de cuantificación de C4BPA 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:25 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 

6.7.3.- Cuantificación de la expresión de CD209. 

Material: 

- Sonda Taqman Hs01588349_m1 de cuantificación de CD209 
(20X) marcada con FAM y  con BHQ 1 como quencher: 5´-
CTGGCAGCCTTTTT-3´. 

- Sonda Taman 4310881E de cuantificación de β-actina (20X) 
marcada con VIC (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) 
y con BHQ 2 como quencher. β-actina fue el normalizador interno. 

- Tampón de PCR Quantimix Easy Probes (Biotools B&M Labs, 
Madrid, España). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADNc. 
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Método: 

Mezcla de reacción de PCR de cuantificación de CD209 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 3 

Quantimix Easy Probes 6,25 

Sonda Taqman de CD209 1 

Sonda 4310881E de β-actina 0,1 

ADNc 2 

Volumen final de reacción 12,5 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de cuantificación de CD209 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:10:00 

Amplificación 
(45 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:15 

Hibridación y 
extensión 

60 
00:01:00 

(medición de 
fluorescencia) 

6.8.- Purificación de plásmidos. 

6.8.1.- Transformación bacteriana por choque térmico. 

Material: 

- Plásmidos de interés reconstituidos. 

- Bacterias competentes, StrataClone SoloPack (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). 

- Medio de cultivo LB líquido autoclavado. 

- Placas de Petri con medio LB agar con el antibiótico de resistencia 
que aporta el plásmido. Estos antibióticos fueron en unos casos 
ampicilina (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.), a una 
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concentración de 0,1 mg/ml y en otros, kanamicina (Affymetrix, 
Santa Clara, CA, EE.UU.) a una concentración de 0,03 mg/ml. 

- Hielo, baño maría a 42 ˚C, estufa en agitación a 37 ˚C, mechero 
Bunsen y asa de siembra. 

Método: 

Con las bacterias competentes en hielo, se agregó 1 µl de 
plásmido (añadiendo siempre una cantidad que oscila entre 1 y 10 
ng) y se dejó el tubo en hielo durante 15 minutos. Transcurrido este 
tiempo, se metió en un baño a 42 ˚C durante 40 segundos. 
Posteriormente, se puso el tubo de 1,5 ml en hielo durante 2 
minutos. Luego, se añadió 1 ml de medio LB líquido, previamente 
calentado a 37 ˚C, y se puso en la estufa con agitación a 37 ˚C 
durante 45-60 minutos. Se sacó de la estufa y se centrifugo el tubo 
durante 1 minuto. Se tiraron los 2/3 del sobrenadante y el otro 1/3 
se utilizó para resuspender el botón de células. Posteriormente, se 
sembró la suspensión de bacterias en placas de Petri y se incubó en 
la estufa a 37 ˚C toda la noche. 

6.8.2.- Cultivo en medio líquido de bacterias transformadas. 

Material: 

- E. coli transformadas crecidas en la placa de Petri. 

- Medio de cultivo LB líquido autoclavado con el antibiótico de 
resistencia que aporta el plásmido. Estos antibióticos fueron en 
unos casos ampicilina (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.), a una 
concentración de 0,1 mg/ml y en otros, kanamicina (Affymetrix, 
Santa Clara, CA, EE.UU.) a una concentración de 0,03 mg/ml. 

- Estufa en agitación a 37 ˚C, matraces autoclavados, mechero 
Bunsen/campana de flujo. 

- Cloranfenicol (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE.UU.) a una 
concentración de uso de 0,17 mg/ml (optativo). 

Método: 

Dependiendo del proceso de purificación que se fuera a realizar 
después, se puso un volumen u otro de cultivo. 
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Se añadió LB líquido autoclavado a un matraz estéril. Se picó una 
colonia de bacterias transformadas con la punta de una pipeta y se 
desechó en el matraz. Posteriormente, se agregó el antibiótico de 
resistencia en un volumen adecuado para que quedase a la 
concentración final de trabajo y se incubó el cultivo en una 
incubadora con agitación a 37 ˚C toda la noche. 

A la mañana siguiente, se recogieron los cultivos por 
centrifugación. 

*En algunos cultivos bacterianos que partieron de una 
transformación cuyo plásmido era de bajo número de copias, se 
procedió a un tratamiento con cloranfenicol a una concentración 
de 0,17 mg/ml. 

6.8.3.- Purificación de plásmidos: 

Para realizar la purificación de los plásmidos se utilizó el Kit 
NucleoBond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Düren, Alemania) siguiendo el 
protocolo proporcionado por el fabricante. 

6.9.- Creación de líneas celulares estables. 

Esta fase se llevó a cabo en la Unidad de Vorología Molecular y 
Vacunas del Instituto Pasteur de París, bajo la dirección de PhD. Pierre 
Charneau (Director de la unidad) y la supervisión de Philippe Souque y 
Catherine Blanc. 

Para crear las líneas celulares estables que expresaran CR2_S y 
CR2_L se partió de dos plásmidos, cuyos tamaños eran 8453 pb y 8630 pb 
respectivamente. Estos plásmidos contenían las dos isoformas del gen: la 
isoforma corta, de 3109 pb y la isoforma larga, de 3279 pb (Anexo 3). 
Ambas isoformas fueron introducidas en el vector lentiviral pFLAP-CMV-
EGFP-WPRE al que se le extrajo el gen de la EGFP (Anexo 4). 

Para ello, se diseñaron unos cebadores específicos que amplificaran 
ambas isoformas y que además, le diesen un sitio de corte compatible  
con el sitio de corte del vector lentiviral. Posteriormente, se ligaron 
correctamente las isoformas del vector generándose dos vectores 
lentivirales: pFLAP-CMV-CR2_S-WPRE y pFLAP-CMV-CR2_L-WPRE  
(Anexo 5). 
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Para producir las dos líneas celulares estables: HeLa p4 CCR5-
CXCR4-CR2_S y HeLa p4 CCR5-CXCR4-CR2_L, se transfectaron con fosfato 
cálcico las células 293T con los vectores lentivirales creados. Esto generó 
los vectores víricos con los que posteriormente, se realizaron diferentes 
transducciones sobre las células HeLa p4 CCR5-CXCR4 para conseguir que 
expresasen unos niveles fisiológicos de los receptores CR2_S y CR2_L. 

6.9.1.- Amplificación del fragmento CR2_S y CR2_L, purificación y 
clonación en el vector lentiviral. 

6.9.1.1.- Diseño de oligonucleótidos de amplificación de CR2_S 
y CR2_L. 

Se eligieron las enzimas de restricción BamH I y Xho I para el vector 
lentiviral. Ambas enzimas cortaban a las isoformas CR2_S y CR2_L, según 
el análisis realizado con el programa SerialCloner V2.5 (Franck Perez, 
Serial Basics, Instituto Curie, París, Francia). Se buscaron entonces dos 
enzimas compatibles en la ligación con BamH I y Xho I, siendo Bgl II y Sal 
I respectivamente. Ninguna de las dos cortaba en las isoformas.  

Se diseñaron 3 oligonucleotidos: 2 cebadores sentido con diana 
para Bgl II y 1 cebador antisentido con diana para Sal I. los 
oligonucleótidos se diseñaron con el programa SerialCloner V2.5 (Franck 
Perez, Serial Basics, Instituto Curie, París, Francia). 

Posteriormente, se cuantificaron los plásmidos pCDNA31_ 
CR2_SHORT y pCDNA31_CR2_LONG mediante espectrofotometría 
(Eppendorf Biophotometer Spectrophotometer UV/VIS (Eppendorf AG, 
Hamburgo, Alemania)). Tras esto, se procedió a realizar un PCR en 
gradiente de temperatura en el termociclador Mastercycler Pro 
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). 

Material: 

- Cebadores, todos ellos de la misma casa comercial (Eurofins 
Scientific, Luxemburgo, Luxemburgo). 

Cebador sentido 1-Bgl II_CR2: 5´-AGATCTGCCACCATGGGCGCCGC 
GGGCCTGCTCG–3´. 

Cebador sentido 2-Bgl II_CR2: 5´-AGATCTGCCACCATGGGCGCCG 
CGGGCCTGCTCGGGGTTTTCTTGG–3´. 
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Cebador antisentido – Sal I_CR2: 5´-GTCGACTCAGCTGGCTGGG 
TTGTATGG–3´. 

- La enzima ADN polimerasa, Pfu turbo DNA polymerase (2,5U/µl) 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). 

- Tampón de reacción, 10X cloned Pfu reaction buffer (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). 

- dNTPs 25 mM (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.) 

- H2O destilada autoclavada. 

- Plásmidos pCDNA31_CR2_SHORT y pCDNA31_CR2_LONG 
(GenScript EE.UU. Inc., NJ, EE.UU.) (20 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR para amplificación de CR2_S/CR2_L 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 40,6 

Pfu reaction buffer 5 

dNTPs 0,4 

Cebador sentido 1/2 1 

Cebador antisentido 1 

ADN polimerasa 1 

Plásmido pCDNA31_CR2_S/CR2_L 1 

Volumen final de reacción 50 µl/pocillo 
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Condiciones de la PCR para amplificación de CR2_S/CR2_L 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

94 00:02:00 

Amplificación 
(30 ciclos) 

Desnaturalización 94 00:00:15 

Hibridación 
(Gradiente de 
temperatura) 

55 

00:00:15 
57 
60 
62 

Extensión 72 00:03:00 
Extensión final  72 00:01:00 

Verificación de la amplificación: Se cargaron las muestras en un 
gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (0,7 mg/ml) 
(Eurobio AbCys, París, Francia) a una concentración 
aproximada de 0,014 mg/ml y se corrió durante 1 hora y 30 
minutos a 100V. 

6.9.1.2.- Purificación de bandas en geles de garosa.  

Las purificaciones de todos los fragmentos de PCR amplificados 
(insertos o vectores) se realizaron con el mismo procedimiento. 

Se corrieron las muestras de interés en un gel de agarosa al 1% con 
bromuro de etido (0,7 mg/ml) (Eurobio AbCys, París, Francia) a una 
concentración aproximada de 0,014 mg/ml. En este caso, se cargaron en 
el gel 45 µl de los dos productos de la PCR de amplificación y se corrió 
durante 2 horas y 30 minutos a 50 V. 

Se cortaron las bandas y se realizó la purificación de las mismas 
mediante el Kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean up (Macherey-Nagel, 
Düren, Alemania) siguiéndose las instrucciones detalladas por el 
fabricante. 

6.9.1.3.- Subclonación de los insertos CR2_S y CR2_L.  

Para clonar los insertos CR2_S y CR2_L amplificados mediante PCR 
en el vector final pFLAP-CMV-WPRE fue necesario realizar una primera 
clonación en otro vector. La enzima ADN polimerasa con la que se realizó 
la amplificación de los insertos (descrita en el apartado 6.9.1.1.) deja 
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extremos romos en los amplicones. De esta forma, se le agrega a los 
fragmentos de los insertos una adenina extra en los extremos 3´, dejando 
de ser romos. Posteriormente, se realizó la subclonación y luego las 
restricciones con las enzimas seleccionadas, haciendo posible la correcta 
ligación con el vector final. 

Para realizar este proceso se utilizó el Kit TOPO TA Cloning® Kit Dual 
Promoter (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se siguieron 
las especificaciones del fabricante. 

6.9.1.4.- Restricciones de los vectores.  

Las reacciones de restricción se llevaron a cabo con enzimas de la 
misma casa comercial, por lo que se usó para todas las reacciones el 
mismo tampón de reacción. También coincidían en que tenían la misma 
temperatura de restricción. 

Solo se llevó a cabo una restricción por cada reacción. En el caso de 
los vectores pCR II-TOPO_CR2_S y pCR II-TOPO_CR2_L, la primera 
restricción se llevó a cabo con la enzima Bgl II y la segunda con Sal I. En el 
caso del vector pFLAP-CMV-EGFP-WPRE, se realizó la primera restricción 
con BamH I y la segunda con Xho I. 

Material: 

- Enzima de restricción Bgl II 20000 U/ml (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- Enzima de restricción Sal I 20000 U/ml (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- Enzima de restricción BamH I HF 20000 U/ml (New England 
Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.). 

- Enzima de restricción Xho I 20000 U/ml (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- Tampón de reacción 3.1 10X concentrado (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- H2O destilada autoclavada. 

- Vectores. 
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- Baño maría a 37 ˚C. 

Método: 

Mezcla de reacción de restricción 1 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 16 

Tampón de reacción 3.1 3 

Enzima Bgl II/BamH I 1 

Vector 10 

Volumen final de reacción 30 µl/pocillo 

Se incubaron los vectores a 37 ˚C durante 1 hora. 
 

Mezcla de reacción de restricción 2 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 8 

Tampón de reacción 3.1 1 

Enzima Sal I/Xho I 1 

Mezcla de reacción de 
restricción 1 

30 

Volumen final de reacción 40 µl/pocillo 

Se incubaron los vectores a 37 ˚C durante 1 hora. 
Se realizó una primera electroforesis de verificación y tras 
eso, se purificaron las bandas de interés según se ha descrito 
en el apartado 6.9.1.2. 

6.9.1.5.- Ligación de los insertos CR2_S y CR2_L con el vector 
pFLAP-CMV-WPRE. 

Material: 

- Enzima ligasa T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, EE.UU.). 

- Tampón de reacción 10X T4 DNA Ligase Buffer con ATP (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). 
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- H2O destilada autoclavada. 

- Insertos (CR2_S y CR2_L) y vector pFLAP-CMV-WPRE. 

- Baño maría a 37 ˚C. 

Método: 

Mezcla de reacción de ligación 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 7 

Tampón de reacción 10X T4 
DNA Ligase 

1,2 

Enzima T4 DNA Ligase 1 

Inserto CR2_S/CR2_L 6 

Vector pFLAP-CMV-WPRE 1 

Volumen final de reacción 16,2 µl/pocillo 

Se incubó a 4 ˚C durante toda la noche. 
Tras esto, se realizaron transformaciones bacterianas y 
purificaciones de los vectores según la metodología descrita 
en el apartado 6.8. 
Se mandaron los vectores a secuenciar a un laboratorio 
externo para verificar que eran correctos. 

6.9.2.- Generación de los vectores virales VSV-CR2_S y VSV-CR2_L. 

Para generar los dos vectores virales necesarios para crear las dos 
líneas celulares estables, se utilizaron las células 293T. Esta línea celular 
está derivada de células de riñón embrionario humano. Se escogieron, 
debido a que su eficiencia de transfección con fosfato cálcico y de 
empaquetamiento es muy elevada, por lo que son muy apropiadas para 
la producción de vectores virales. 

6.9.2.1.- Transfección con fosfato cálcico. 

La transfección por fosfato cálcico es un método químico de 
transfección mediante el cual, en una solución salina de fosfatos, el ADN 
forma agregados con el cloruro cálcico que penetran en la célula por 
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endocitosis. Esta técnica se utilizó para transfectar la línea 293T con los 
vectores pFLAP-CMV-CR2_S-WPRE y pFLAP-CMV-CR2_L-WPRE. 

Material: 

- H2O esteril de Gibco (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, 
EE.UU.). 

- CaCl2 1 M (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- Tampón salino HEPES (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- Fosfato de sodio dihidratado (Na2HPO4 • 2 H2O) (Sigma-Aldrich, 
ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- NaCl (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- Plásmidos a una concetración de 1 µg/µl (se necesitan tres 
plásmidos diferentes: uno que porte los genes gag y pol del VIH-
1, otro que porte la envuelta del virus que se quiera crear y el 
tercero, será el vector lentiviral que aportará el material genético 
que se quiera introducir en la célula). 

- Células 293T (nº ATCC: CRL-3216 (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.)). 

- Medio DMEN completo (500 ml de medio DMEN de Gibco 
(Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.) al que se le añade 
50 ml de suero de vaca fetal descomplementado  por calor 
durante 1 hora a 56 ˚C y penicilina y estreptomicina a una 
concentración final de 100 UI/ml de penicilina y 100 µg/ml de 
estreptomicina). 

- Estufa a 37 ˚C con una atmosfera de 5 % de CO2 y una humedad 
del 100 %. 

Método: 

24 horas antes de  realizar la transfección por fosfato cálcico, se 
pusieron en cultivo 8 placas de Petri por condición de transfección, 
a una densidad de 6.500.000 células/placa de Petri en 8 ml de 
medio DMEN completo. Una hora antes de empezar la transfección, 
se cambió el medio añadiendo esta vez, 6 ml de medio DMEN 
completo. 
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Para transfectar 8 placas de Petri, se añadieron en un tubo de 50 
ml: 2800 µl de H2O estéril, 1000 µl de CaCl2 1 M, 20 µl de plásmido 
que contenía la envuelta viral, 80 µl de plásmido con los genes gag 
y pol y 80 µl del vector con el gen de interés (tubo 1). En otro tubo 
de 50 ml se añadieron 4 ml de HEPES (tubo 2). Posteriormente, se 
agregó gota a gota el contenido del tubo 1 en el tubo 2 mientras se 
agitaba suavemente. Se incubó a temperatura ambiente entre 5 y 
10 minutos. Transcurrido este tiempo, se añadió 1 ml de la mezcla 
final a cada placa de Petri y se incubó en la estufa a 37 ˚C durante 
24 horas. Luego, se les cambio el medio añadiéndoles 8 ml de medio 
DMEN completo. 

A las 48 horas de realizar las transfecciones, se recogieron los 
sobrenadantes celulares que es donde se encuentran los vectores 
virales producidos. 

6.9.2.2.- Recogida de vectores virales.  

El protocolo seguido para recoger los vectores virales producidos 
por las 293T fue el siguiente: 

Material: 

- Células 293T transfectadas con fosfato cálcico. 

- Tubos de 50 ml. 

- Centrífuga para tubos de 50 ml. 

- Criotubos. 

- Congelador -80 ˚C. 

Método: 

A las 48 horas de haber realizado la transfeccióm de las células 
con fosfato cálcico, se recogieron los sobrenadantes de las placas 
de Petri y se pasaron a un tubo de 50 ml para su centrifugación a 
2500 rpm durante 10 minutos. Tras la centrifugación, se alicuotaron 
los sobrenadantes en criotubos y se congelaron a -80 ˚C para su 
conservación. 
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6.9.2.3.- Cuantificación de partículas virales generadas.  

Se titraron los vectores virales generados para poder crear la línea 
estable. Para ello, en primer lugar, se realiza una transducción sobre la 
línea celular 293T con diluciones seriadas de los vectores. 
Posteriormente, se lisan estas células y luego se cuantifican las partículas 
virales mediante PCR a tiempo real. 

6.9.2.3.1.- Transducción de células 293T. 

Material: 

- Células 293T. 

- Vectores virales: VSV-CR2_S y VSV-CR2_L. Se puso en este caso 
un tercer vector viral que portaba EGFP como control positivo. 

- Agitador rotativo para placas de cultivo celular. 

- Estufa a 37 ˚C con una atmósfera del 5 % de CO2 y 100 % de 
humedad relativa. 

- Medio DMEN completo. 

Método: 

24 horas antes de realizar la transducción, se pusieron en cultivo 
1 placa de 6 pocillos por condición de transducción, a una densidad 
de 200.000 celulas293T/pocillo en 2 ml de medio DMEN completo. 

Se hicieron tres diluciones de cada vector. En un primer tubo (tubo 
1), se añadió: 1600 µl de medio DMEN completo y 400 µl de 
sobrenadante viral puro recogido. Se homogeneizó y se añadió 500 
µl del tubo 1 a un tubo 2 que contenía 500 µl de medio DMEN 
completo. Se homogeneizó el tubo 2 y se añadió 500 µl del tubo 2 
a un tubo 3  que contenía 500 µl de medio DMEN completo. 

Posteriormente, se quitó el medio a las células y se añadió 500 µl 
del tubo 1 en el pocillo 1, 500 µl del tubo 2 en el pocillo 2 y 500 µl 
del tubo 3 en el pocillo 3. El volumen sobrante del tubo 1, se incubó 
a 70 ˚C durante 30 minutos para inactivar las partículas virales 
(control negativo); pasado este tiempo, se añadió 500 µl del tubo 1 
tratado por calor al pocillo 4. La placa de 6 pocillos se incubó en un 



Pacientes, materiales y métodos/Patients, materials and 

methods 

90 Rocío Herrero 

agitador rotativo en la estufa a 37 ˚C durante 2 horas. Luego, se 
añadió 1500 µl de medio DMEN completo a cada pocillo y se incubó 
la placa en la estufa durante 48 horas, 

Pasado este tiempo, se procedió a la lisis celular. 

6.9.2.3.2.- Lisis de las células transducidas. 

Material: 

- Células 293T transducidas. 

- Tampón fosfato salino de Gibco (Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, CA, EE.UU.). 

- Tampón de lisis celular: H2O estéril de Gibco (Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.), tampón de lisis 20X (Eurobio 
AbCys, París, Francia) y RNasas (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, 
CA, EE.UU.). 

- Proteinasa K (Eurobio AbCys, París, Francia). 

- Baños a 37 y 56 ˚C. 

Método: 

Se inicia el protocolo pasadas las 48 horas de incubación tras la 
transducción. Se lavaron las células 2 veces con 700 µl de tampón 
fosfato salino. Tras estos lavados, se hicieron otros 2 lavados más 
con 700 µl de tampón fosfato salino pero esta vez, se añadió 
directamente sobre las células para despegarlas. Se pasaron a un 
tubo de 1,5 ml. 

Se centrifugaron los tubos a 10000 rpm durante 1 minuto y se 
quitó el sobrenadante. 

Se preparó el tampón de lisis celular (según el siguiente cuadro) y 
se añadió 200 µl a cada tubo. El sobrante del tampón de lisis se 
reservó y se le añadió 3 µl/muestra de Proteinasa K. 

Se incubaron los tubos a 37 ˚C durante 30 minutos. Luego, se 
añadió 100 µl de tampón de lisis con proteinasa K. Posteriormente, 
se incubaron a 56 ˚C durante 4 horas. 
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Los lisados celulares se guardaron a -20 ˚C. 

Tampón de lisis celular 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O estéril 285 

Tampón de lisis 20X 15 

RNAsas 1,5 

 200 µl/pocillo 

+ Proteinasa K 3 

 100 µl/pocillo 

6.9.2.3.3.- PCR a tiempo real de cuantificación de partículas virales. 

Para cuantificar el número de copias que hay en las células de los 
vectores virales, se realizó una PCR en tiempo real en el equipo 
Mastercycler ep Realplex Gradient S (Eppendor, Hamburgo, Alemania). El 
objetivo fue detectar el fragmento U5R de la LTR de los vectores: pFLAP-
CMV-CR2_S-WPRE, pFLAP-CMV-CR2_L-WPRE y pFLAP-CMV-EGFP-WPRE. 
Como normalizador se utilizó CD3, correceptor de las células T que se 
expresa en la línea celular 293T. 

Material: 

- Cebadores: 

Cebador_sentido_CD3: 5´-GGCTATCATTCTTCTTCAAGGTA-3´. 

Cebador_antisentido_CD3: 5´-CCTCTCTTCAGCCATTTAAGTA-3´. 

Cebador_sentido_U5R: 5´-GGCTAACTAGGGAACCCACTG-3´. 

Cebador_antisentido_U5R: 5´-GCTAGACATTTTCCACACTGACTA  
A-3´. 

- Kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). 

- H2O destilada autoclavada. 

- Diluciones de los lisados celulares. 
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- Muestras para hacer la recta patrón. 

Método: 

Se prepararon las diluciones de los lisados celulares añadiendo a 
un tubo de 1,5 ml: 45 µl de H2O estéril y 5 µl de lisado celular, 
previamente homogeneizado con un mezclador. 

Se prepararon las diluciones seriadas con las que se calculará la 
recta patrón, que servirá para calcular el número de copias que hay 
en los lisados celulares. Se tomaron 7 tubos de 1,5 ml y se les añadió 
90 µl de lisado de células 3T3 a cada uno de ellos. Luego, de un tubo 
que contiene 109 número de copias, se tomaron 10 µl y se 
añadieron al tubo 1, homogeneizándolo correctamente (108 
número de copias). De ese tubo, se tomaron otros 10 µl y se 
añadieron al siguiente tubo homogeneizándolo (107 número de 
copias) y así se realiza sucesivamente hasta alcanzar la dilución de 
102. Las diluciones que se utilizaron para realizar la PCR y la 
posterior recta patrón fueron, desde la 107 hasta la 102 número de 
copias. 

Mezcla de reacción de PCR de cuantificación de 
partículas virales – U5R 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 2,7 

SybrGreen 10,3 

Cebador_sentido_U5R 1 

Cebador_antisentido_U5R 1 

Diluciones lisado celular 5 

Volumen final de reacción 20 µl/pocillo 
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Mezcla de reacción de PCR de cuantificación de 
partículas virales – CD3 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 2,7 

SybrGreen 10,3 

Cebador_sentido_CD3 1 

Cebador_antisentido_CD3 1 

Diluciones lisado celular 5 

Volumen final de reacción 20 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR de cuantificación de partículas virales 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

95 00:05:00 

Amplificación 
(35 ciclos) 

Desnaturalización 95 00:00:05 
Hibridación 59 00:00:10 

Extensión 72 
00:00:08 

(medición de 
fluorescencia) 

Curva de 
disociación 

 95 00:01:00 
Medida de 
fluorescencia con 
cada incremento 
de 0,5 ˚C para la 
curva de 
disociación 

55 00:00:15 hasta 

95 00:00:15 

Se analizaron los resultados de la PCR calculando las medias de 
las réplicas y sus correspondientes desviaciones estándar, para 
luego realizar la normalización con CD3. 

6.9.3.- Transducción de células HeLa p4 CCR5-CXCR4 con VSV-CR2_S y 
VSV-CR2_L. 

La línea celular HeLa p4 CCR5-CXCR4 (Clavel & Charneau 1994) son 
células de cáncer cervico-uterino. En su interior portan el gen LacZ 
bacteriano flanqueado por dos secuencias LTR. En presencia del 
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transactivador Tat del VIH, se activan produciendo β-galactosidasa y 
acumulándose esta en el citoplasma celular. Se escogió esta línea celular 
para crear las dos líneas celulares estables que expresen CR2_S y CR2_L 
debido a que ya expresan en su membrana la glicoproteína CD4 (Receptor 
del VIH) y los correceptores virales CCR5 y CXCR4. De esta forma, una vez 
creadas las líneas estables, se procedería a la infección midiéndose esta 
a través de β-galactosidasa. 

6.9.3.1.- Transducción de las células HeLa p4 CCR5-CXCR4 con 
los vectores virales VSV-CR2_S y VSV-CR2_L. 

Tras la cuantificación mediante PCR a tiempo real del número de 
partículas virales que se tienen por el de sobrenadante recogido, se 
procedió a la realización de la transducción de las células HeLa p4 CCR5-
CXCR4. 

La multiplicidad de infección o MOI, es la relación que existe entre 
el número de partículas virales y el número de células diana presentes en 
un espacio definido. En este caso y debido a la experiencia previa del 
grupo de investigación de Pierre Charneau, se seleccionaron dos MOI 
diferentes: 20 MOI y 50 MOI. Esto quiere decir que, por cada célula HeLa 
p4 CCR5-CXCR4 en cultivo habría 20 y 50 partículas virales 
respectivamente. 

Se realizaron 4 transducciones diferentes y por duplicado: dos con 
VSV-CR2_S y otras dos con VSV-CR2_L, ambos con los MOI previamente 
citados. Pasadas las 24 horas de la primera transducción, se realizó una 
segunda sobre los duplicados, con las mismas condiciones que la anterior. 
Tras 24 horas, se midió la expresión del receptor en membrana mediante 
citometría de flujo (protocolo explicado en el apartado 6.9.3.2.). Como la 
expresión tras la segunda transducción aun no llegaba a los niveles 
deseados, se realizó una tercera y cuarta transducción. 

El protocolo seguido para la realización de las transducciones es 
muy similar al que ha sido explicado previamente en el apartado 
6.9.2.3.1. En este caso, se calculó el volumen de cada vector viral a añadir 
según la cantidad de partículas virales que se obtuvo en la titración. Se 
añadió dicho volumen tras quitar el medio a las células y se incubó en u 
agitador rotativo en la estufa a 37 ˚C durante 2 horas. Luego, se completó 
el volumen hasta los 2000 µl con medio DMEN completo. Se incubó en la 
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estufa durante 24 horas. Pasado este tiempo, se realizó la siguiente 
transducción de las mismas. 

6.9.3.2.- Medición de la expresión de CR2_S y CR2_L mediante 
citometría de flujo. 

Material: 

- H2O estéril de Gibco (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, 
EE.UU.). 

- Tampón fosfato salino de Gibco (Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, CA, EE.UU.). 

- Tampón fosfato salino de Gibco con EDTA 1 mM (Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). 

- Tampón fosfato salino de Gibco (Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, CA, EE.UU.) con BSA al 1 % (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, 
EE.UU.) 

- Solución fijadora de células, BD Cell Fix 10X (Becton, Dickinson 
and Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.). 

- Anticuerpo primario, CR2 clone LT21 IgG1 de antibodies-
online.com La dilución realizada de este anticuerpo es de: 1 µl de 
anticuerpo en 999 µl de PBS-BSA 1 %. Se añaden 150 µl de dilución 
de anticuerpo primario por cada 200.000 células. 

- Anticuerpo secundario, Goat Anti-Mouse IgG1 marcado con FICT 
de Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.). La 
dilución realizada de este anticuerpo es de: 2,5 µl de anticuerpo 
en 997,5 µl de PBS-BSA 1%. Se añaden 150 µl de dilución de 
anticuerpo secundario por cada 200.000 células. 

Método: 

Pasadas 24 horas de la última transducción, se despegaron las 
células con tampón fosfato salino que contenía EDTA 1 mM. Se 
pasaron a un tubo, se les añadió 3 ml de tampón fosfato salino y se 
centrifugaron a 1600 rpm durante 6 minutos. 
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Se les quitó el sobrenadante, se les añadió 500 µl de solución 
fijadora y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente. Se 
lavaron las células dos veces añadiéndoles 2,5 ml de PBS y 
centrifugándolas a 1600 rpm durante 6 minutos. 

Tras quitarles el sobrenadante, se preparó la dilución del 
anticuerpo primario y se añadió a las muestras. Se incubaron a 4 ˚C 
durante 1 hora. Posteriormente, se lavaron 2 veces las muestras 
con PBS-BSA 1 %. Se preparó la dilución del anticuerpo secundario 
marcado con FICT y se añadió a las muestras. Se incubaron a 4 ˚C 
durante 1 hora. Se añadió 3 ml de PBS-BSA 1% y se centrifugaron a 
1600 rpm durante 6 minutos. 

Se les quitó de nuevo el sobrenadante, se le añadió 300 µl de PBS-
BSA 1% y se midió en el citómetro de flujo. 

6.9.3.3.- Aislamiento de células, selección de clones y creación 
de línea estable.  

Tras realizar las transducciones consecutivas, se consiguió una 
población de células que expresaban niveles muy heterogéneos de 
receptor. Se procedió al aislamiento de células para llegar a obtener 
clones que expresaran los niveles de receptores homogéneos. 

Para ello, se realizó una dilución de las células obtenidas tras la 
tercera y cuarta transducción de CR2_S y CR2_L respectivamente. La 
dilución fue de 0,2 células/pocillo, cultivándose en 6 placas de 96 pocillos 
de cada receptor, en un volumen de 200 µl/pocillo de medio DMEN 
completo. 

Se dejaron crecer aproximadamente durante 15 días en una estufa 
a 37 ˚C con una atmosfera de 5 % de CO2 y un 100 % de humedad. Se 
seleccionaron aquellos pocillos en los que solo había una colonia celular. 
Esas colonias se pusieron en placas de 6 pocillos y se dejaron crecer 15 
días en las mismas condiciones anteriormente mencionadas.  

Transcurrido este tiempo, se midieron los clones mediante 
citometría de flujo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 
6.9.3.2. Se seleccionaron los clones que expresaban los niveles 
aproximados de receptor de interés y se pasaron a cultivar en frascos de 
25 cm2. 
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6.10.- Producción de pseudovirus. 

6.10.1.- Transfección con fosfato cálcico y recogida de pseudovirus. 

Para la generación y recogida de los pseudovirus se siguieron los 
mismos procedimientos descritos en los apartados 6.9.2.1. y 6.9.2.2. 

En este caso, para la transfección por fosfato cálcico, se usaron solo 
dos plásmidos: uno que aportó la envuelta viral (VSV, HIV-1 CCR5) y otro 
que aportó los genes gag-pol del VIH-1 así como, el material genético que 
va en el interior de pseudovirus. En esta ocasión ese material incluía la β-
galactosidasa, a través de la cual se midió la infección. Se generaron 3 
pseudovirus detallados a continuación. 

Vectores usados en la generación de pseudovirus 

Vectores 
Procedencia y envuelta 

que aportan 

Vectores de 
expresión de envuelta 

pHEF-VSVG 
(Anexo 6) 

Vector del NIH, REF:4693 
Envuelta VSV 

pCAGGS SF162 
gp160 

Vector del NIH, REF:10463 
Envuelta HIV-1_CCR5 

HIV clone 
BaL.01 

Vector del NIH, REF:11445 
Envuelta HIV_CCR5 

Vector de expresión 
de gag-pol y  
β-galactosidasa 

pBRU-ΔEnv 

Vector de la Unidad de 
Virología Molecular y 
Vacunas del Instituto 
Pasteur de París similar al 
pSG3Δenv, vector del NIH, 
REF: 11051 (Anexo 7) 

Pseudovirus producidos 

Pseudovirus Env-VSV pHEF-VSVG + pBRU-ΔEnv 

Pseudovirus Env-VIH-1_CCR5 (1) 
pCAGGS SF162 gp160 + pBRU-
ΔEnv 

Pseudovirus Env-VIH-1_CCR5 (2) HIV-1 clone BaL.01 + pBRU-ΔEnv 

6.10.2.- Titración de los pseudovirus producidos. 

Para determinar la concentración adecuada a añadir de los 
pseudovirus en los experimento de infección, se realizó la titración de los 
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pseudovirus producidos sobre las células HeLa p4 CCR5-CXCR4. 
Previamente, se cuantificó la proteína de la cápsida viral (p24) en los 
sobrenadantes recogidos. El objetivo de esta cuantificación fue 
determinar el volumen de sobrenadante viral a añadir en la titración. 

6.10.2.1.- Cuantificación de la proteína p24.  

La cuantificación de la proteína p24 se realizó mediante el Kit 
comercial HIV-1 p24 Antigen Capture Assay (Advanced Biosciences 
laboratorios, Rockville, MD, EE.UU.) siguiendo las especificaciones del 
fabricante. 

6.10.2.2.- Titración de los pseudovirus sobre las células HeLa 
p4 CCR5-CXCR4: 

24 horas antes de realizar la titración, se pusieron en cultivo 10.000 
célulasHeLa p4 CCR5-CXCR4/pocillo en una placa de 96 pocillos en un volumen 
de 200 µl/pocillo de medio DMEN completo. 

Las concentraciones de p24 con las que se realizó la titración de 
cada pseudovirus fueron: 5 ng, 2,5 ng, 1 ng, 0,5 ng y 0,25 ng. La titración 
se hizo por triplicado. Una vez que se infectó las células con esas 
concentraciones en un volumen final de 200 µl de medio DMEN 
completo, se incubaron durante 48 horas. 

6.10.2.3.- Medición de β-galactosidasa y proteínas. 

Transcurridas las 48 horas de la infección, se procedió a la medición 
de β-galactosidasa mediante el Kit comercial β-Gal Reporter Gene Assay 
(Chemiluminiscent) (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). Para 
normalizar los valores obtenidos se procedió a la cuantificación de 
proteínas con el Kit comercial DC Protein Assay reagents Package (BIO-
RAD, Hercules, CA, EE.UU.). En ambos casos, se siguieron las 
especificaciones del fabricante. 

Las concentraciones seleccionadas para cada pseudovirus fueron 
aquellas que proporcionaban un nivel de infección similar en las células. 
En el caso del pseudovirus sin envuelta (control negativo de infección), se 
seleccionó la concentración mayor. 
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6.11.- Experimentos funcionales CD209. 

Para determinar las diferencias de expresión in vitro entre el 
haplotipo protector XAGA y otras variantes de este haplotipo, se 
amplifico 1,4 Kb de la 5´UTR del promotor de CD209 de dos pacientes que 
portaban: uno, el haplotipo protector XAGA; y el otro, el haplotipo XGAG. 
Posteriormente, se clonaron en el vector final pd2EGFP-1 de Clontech 
(Takara Bio Inc, Kusatsu, Japón) (Anexo 8). 

Para ello, se diseñaron unos cebadores específicos que amplificaran 
dichos fragmentos, se subclonaron en el plásmido pSC-A-Amp/Kan de 
Strataclone PCR Cloning Kit (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) (Anexo 9), 
se cortaron con las enzimas de restricción adecuadas y se ligaron los 
productos de estas restricciones con el vector final anteriormente citado. 

6.11.1.- Amplificación del fragmento de la 5´UTR del promotor de 
CD209, purificación y clonación en el vector. 

6.11.1.1.- Diseño de oligonucleótidos de amplificación de la 
5´UTR del promotor de CD209. 

El diseño de los oligonucleótidos se llevó a cabo con el programa 
SerialCloner V2.4 (Franck Perez, SerialBasics, instituto Curie, París, 
Francia). 

El termociclador en el que se realizó la PCR de amplificación fue T-
Gradiant Thermocycler (Biometra GmbH, Göttingen, Alemania). 

Material: 

- Cebadores, todos ellos de la misma casa comercial (Eurofins 
Scientific, Luxemburgo, Luxemburgo): 

Cebador_sentido_1: 5´-AGGTCATTGCCATGGCATCGGT-3´. 

Cebador_sentido_2: 5´-AGGAGTCCAGGAGTCTCTCGTC-3´. 

Cebador_antisentido_1: 5´-TACCTCATTACCATGTGAAATG-3´. 

Cebador_antisentido_2: 5´-GGCTGGCCATCCCTTCCCCCTT-3´. 

- Kit ExpandTM High Fidelity PCR System (Sigma-Aldrich, ST. Louis, 
MO, EE.UU.) que incluye la enzima ADN polimerasa Expand High 
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Didelity Enzyme Mix y el tampón de reacción Expand High Fidelity 
Buffer (10X). 

-dNTPs 25 mM (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- H2O destilada autoclavada. 

- ADN genómico humano (10 ng/µl). 

Método: 

Mezcla de reacción de PCR para la amplificación de 
5´UTR de CD209 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 39,8 

Tampón de reacción 5 

dNTPs 0,4 

Cebador_sentido_1/2 1 

Cebador_antisentido_1/2 1 

ADN polimerasa 1,8 

ADN 1 

Volumen final de reacción 50 µl/pocillo 
 

Condiciones de la PCR para amplificación de 5´UTR de CD209 

Etapas de la PCR Tª (˚C) 
Tiempo 

(hh:mm:ss) 

Activación de la Taq polimerasa 
(1 ciclo) 

94 00:02:00 

Amplificación 
(30 ciclos) 

Desnaturalización 94 00:00:15 

Hibridación 
(Gradiente de 
temperatura) 

51 

00:00:15 

53 
55 
57 
60 
62 

Extensión 72 00:01:30 
Extensión final  72 00:01:00 
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Para realizar la verificación de la amplificación, se cargaron las 
muestras en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio 
(solución de bromuro de etidio (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, ST. 
Louis, MO, EE.UU.)) a una concentración de 0,014 mg/ml 
aproximada y se corrió durante 1 hora y 30 minutos a 100 V. 

6.11.1.2.- Purificación de bandas en geles de agarosa.  

Para realizar las purificaciones de fragmentos de PCR amplificados, 
se corrieron los 45 µl de dos de los productos de la PCR de amplificación 
de los haplotipos en un gen de agarosa sin bromuro durante 2 horas y 30 
minutos a 50 V. Posteriormente, se tiñó con azul de metileno. 

Se cortaron las bandas y se realizó la purificación de las mismas 
mediante el Kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean up (Macherey-Nagel, 
Düren, Alemania) siguiendo las instrucciones detalladas por el fabricante. 

6.11.1.3.- Subclonación de los insertos, haplotipos XAGA y 
XGAG. 

Se subclonaron los dos insertos amplificados en el vector pSC-A-
Amp/Ken. Para esto, se utilizó el Kit Strataclone PCR Cloning (Stratagene, 
La Jolla, CA, EE.UU.) con las condiciones especificadas por el fabricante. 

Para verificar que las amplifaciones y las clonaciones eran 
correctas, se secuenciaron los insertos usando un secuenciador CEQ 
2000XL DNA Analysis System Sequencer (Beckman Coulter Inc, Brea, CA, 
EE.UU.) mediante el método enzimático de terminación de la cadena. 

6.11.1.4.- Restricciones de los vectores:  

Las reacciones de restricción se llevaron a cabo con enzimas de la 
misma casa comercial, por lo que se usó para todas las reacciones el 
mismo tampón de reacción. También coincidían en que tenían la misma 
temperatura de restricción. 

Se realizaron las restricciones sobre los vectores: pSC-A-AGA y pSC-
A-GAG de los que se extrajeron los insertos y sobre el vector final, 
pd2EGFP-1. Solo se llevó a cabo una restricción por cada reacción. La 
primera restricción se realizó con la enzima Sac I y la segunda con Kpn I, 
ambas de 20000 U/ml (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.). 
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Material: 

- Enzima de restricción Sac I 20000 U/ml (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- Enzima de restricción Kpn I 20000 U/ml (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- Tampón de reacción 3.1 10X concentrado (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, EE.UU.). 

- H2O destilada autoclavada. 

- Vectores. 

- Baño maría a 37 ˚C. 

Método: 

Mezcla de reacción de restricción 1 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 16 

Tampón de reacción 3.1 3 

Enzima Sac I 1 

Vector 10 

Volumen final de reacción 30 µl/pocillo 

Se incubaron los vectores a 37 ˚C durante 1 hora. 
 

Mezcla de reacción de restricción 2 

Material Volumen por muestra (µl) 

H2O 8 

Tampón de reacción 3.1 1 

Enzima Kpn I 1 

Mezcla de reacción de 
restricción 1 

30 

Volumen final de reacción 40 µl/pocillo 

Se incubaron los vectores a 37 ˚C durante 1 hora. 
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Se realizó una primera electroforesis de verificación y tras eso, se 
purificaron las bandas de interés según se ha descrito en el 
apartado 6.11.1.2. 

6.11.1.5.- Ligación de los insertos XAGA y XGAG con el vector 
pd2EGFP-1. 

Para realizar la ligación de los insertos (XAGA y XGAG) con el vector 
final pd2EGFP-1, se siguió el procedimiento descrito en el apartado 
6.9.1.5. 

6.11.2.- Medición de la actividad de los distintos promotores de CD209. 

Para realizar los experimentos in vitro de expresión de los 
diferentes haplotipos de CD209, se co-transfectaron, mediante 
electroporación, las células THP-1 y LC5 con los vectores generados: 
pd2EGFP-1_AGA y pd2EGFP-1_GAG y un plásmido control de β-
galactosidasa. 

La línea celular THP-1 es una línea derivada de leucemia monocítica 
aguda; mientras que las LC5 son células derivadas de fibroblastos de 
pulmón embrionario. La primera línea celular, son células no adherentes 
y su capacidad de transfección es mucho menor que la segunda línea 
celular. Las células LC5 son adherentes. 

6.11.2.1.- Transfección por electroporación.  

Materiales: 

- Células THP-1 y LC5. 

- Medio RPMI con glutamax de Gibco (Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, CA, EE.UU.) completo (500ml de medio RPMI con 
glutamax al que se le añade 50 ml de suero de vaca fetal 
descomplementado por calor durante 1 hora a 56 ˚C y penicilina y 
estreptomicina a una concentración final de 100 UI/ml de 
penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina). 

- Cubetas de electroporación (BIO-RAD, Hercules, CA, EE.UU.). 

- Equipo de electroporación, Gene Pulser II Electroporation 
SystemM (BIO-RAD, Hercules, CA, EE.UU.). 
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- Medio de electroporación: medio compuesto por 50 % de medio 
RPMI completo y 50 % de suero de vaca fetal descomplementado. 

- Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO, EE.UU.). 

- Plásmido control de β-Galactosidasa, pVS-β-Galactosidase 
reporter plasmid (Promega Corporation, Madison, WI, EE.UU.). 

- Vectores pd2EGFP-1_AGA y pd2EGFP-1_GAG. 

Método: 

Condiciones para la electroporación 

 THP-1 LC5 

Nº de células transfectadas 5 x 106 106 

Voltaje 400 V 260 V 

Capacitancia 1,075 µF 1200 µF 

Resistencia ∞ ∞ 

Pd2EGFP-1_AGA/pd2EGFP-
1_GAG 

2 µg por cada 
106 

2 µg por cada 
106 

pVS-β-Galactosidase 0,5 µg 0,5 µg 

LC5: Se despegaron las células, se contaron y se electroporaron. 
THP-1: Se contaron, se centrifugaron y se pusieron en medio 
RPMI libre de suero bovino descomplementado, con dextrosa a 
10 mM y a 0,1 mM. Se electroporaron. 
Posteriormente, ambas células se incubaron 20 minutos en 
medio RPMI completo. Luego se centrifugaron y se pusieron en 
cultivo con medio RPMI completo. 

6.11.2.2.- Medición de la expresión de los promotores de 
CD209. 

La medición de la expresión de los diferentes promotores se realizó 
mediante citometría de flujo en el equipo Epic Elite XL Flow Cytometer 
(Beckman Coulter Inc, Brea, CA, EE.UU.). 

La preparación de las muestras se realizó siguiendo el protocolo 
descrito en el apartado 6.9.3.2. El anticuerpo usado fue FICT Mouse Anti-
Human CD209 (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, 
EE.UU.). La dilución realizada de este anticuerpo es de: 1 µl de anticuerpo 
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en 999 µl de PBS-BSA 1 %. Se añaden 150 µl de dilución de anticuerpo 
primario por cada 200.000 células. 

También se midió la actividad de la β-galactosidasa y se normalizó 
los datos obtenidos mediante cuantificación de proteínas. Para realizar 
este procedimiento se utilizó el protocolo descrito en el apartado 
6.10.2.3. 

6.12.- Bioestadística y bioinformática. 

Los SNPs de los genes reguladores del complemento se 
seleccionaron en base a dos criterios: por un lado, se descargaron los 
datos de los genotipos poblacionales de la base de datos Hapmap 
Database (www.hapmap.org) y se identificaron los Tag SNPs mediante el 
programa Haploview (www.broad.harvard.edu/haploview/haploview, 
Broad Institute, Cambridge, MA, EE.UU.); por otro lado, se completó la 
lista de los SNPs con polimorfismos funcionales 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/). 

Para calcular el equilibrio de Hardy-Weinberg y determinar los 
bloques de ligamiento de los polimorfismos genéticos, se utilizó el 
programa informático Haploview V4.1. Con el mismo programa, se 
calcularon los valores de Desequilibrio de Ligamiento de los marcadores 
genéticos (que son cuantificados a través del coeficiente estandarizado 
de desequilibrio de Lewontin (D´)) considerándose un bloque aquellos 
pares de marcadores que tuvieran una D´>0,8. 

Las frecuencias de los SNPs y de los haplotipos fueron estimadas y 
comparadas con el programa PLINK V1.7, que se complementó con el 
gPLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/Bpurcell/plink/gplink.shtml). Los 
test de asociación estadística se corrigieron por múltiple testado 
mediante “SNP spectral descomposition approach” (Nyholt 2004), que 
consiste en una corrección del test de Bonferroni en función del grado de 
desequilibrio de ligamiento de los SNPs. En el estudio del complemento 
e IFNL4 este valor se situó en p-valor<0,005 y para el estudio de CD209 
fue de p-valor>0,012. 

Para realizar el diseño de cebadores, de sondas y las clonaciones de 
los vectores y plásmidos, se utilizaron los software: Bioedit V7.2.5 (Tom 
Hall, Ibis Biosciences, An Abbott Company, Carlsbad, CA, EE.UU.), Beacon 

http://www.hapmap.org/
http://www.broad.harvard.edu/haploview/haploview
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/
http://pngu.mgh.harvard.edu/Bpurcell/plink/gplink.shtml
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Designer V5.01 (PREMIER Biosoft, Palo Alto, CA, EE.UU.) y SerialCloner 
V2.5 (Franck Perez, Serial Basics, Instituto Curie, París, Francia). 

Para comparar las variables continuas, se utilizó el test de la T de 
Student y Mann-Whitney U según tuvieran distribución normal o no 
respectivamente. 

Para estos análisis y otros complementarios (medias, desviaciones 
estándar, intervalos de confianza, errores estadísticos, etc.), se utilizó el 
programa SPSS V14.0. 



 

 

 

 

 

 

 

 

7. Resultados/Results 
 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo 1/Research paper 1: 

Association of complement receptor 2 polymorphisms with 

innate resistance to HIV-1 infection. 





Resultados/Results 

Rocío Herrero 111 
 



Resultados/Results 

112 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 113 
 



Resultados/Results 

114 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 115 
 



Resultados/Results 

116 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 117 
 



Resultados/Results 

118 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 119 
 



Resultados/Results 

120 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 121 
 



Resultados/Results 

122 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 123 
 



Resultados/Results 

124 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 125 
 



Resultados/Results 

126 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 127 
 



Resultados/Results 

128 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 129 
 



Resultados/Results 

130 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 131 
 



 

  



Resultados/Results 

Rocío Herrero 133 
 



Resultados/Results 

134 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 135 
 



Resultados/Results 

136 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 137 
 



Resultados/Results 

138 Rocío Herrero 
 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 139 
 





 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo 2/Research paper 2: 

Common haplotypes in CD209 promoter and susceptibility to 

HIV-1 infection intravenous drug users. (Submitted) 





Resultados/Results 

Rocío Herrero 143 

 



Resultados/Results 

144 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 145 

 



Resultados/Results 

146 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 147 

 



Resultados/Results 

148 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 149 

 



Resultados/Results 

150 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 151 

 



Resultados/Results 

152 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 153 

 



Resultados/Results 

154 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 155 

 



Resultados/Results 

156 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 157 

 



Resultados/Results 

158 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 159 

 



Resultados/Results 

160 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 161 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

Artículo 3/Research paper 3: 

IFNL4 rs368234815 polymorphism is associated with innate 

resistance to HIV-1 infection.





Resultados/Results 

Rocío Herrero 165 

 



Resultados/Results 

166 Rocío Herrero 

 



Resultados/Results 

Rocío Herrero 167 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados complementarios/Complementary results





Resultados/Results 

Rocío Herrero 171 

Nuestro grupo ha descrito cómo el SNP rs1567190, localizado en el 
primer intron de CR2, se encuentra asociado con un incremento en la 
resistencia a la infección por VIH-1 por vía parenteral y muy 
probablemente, por vía sexual. Además, correlacionamos el genotipo 
protector de CR2 con menores niveles de ARNm, así como con diferencias 
en los ratios de expresión de las variantes del gen (Herrero et al. 2015). 

CR2 puede ser usado por algunos virus para entrar de forma más 
eficiente en la célula diana en un proceso llamado C´ADE. Además, la 
presencia de anticuerpos no neutralizantes, pueden contribuir a que se 
produzca un aumento de la opsonización sobre la superficie de los virus. 
El proceso de C´ADE, es dependiente de la expresión en las células dianas 
de CR2/CR1, produciendo un aumento en la adhesión del virus-
anticuerpo-complemento (C3d) con CR2 en la superficie celular (Willey et 
al. 2011). 

En base a todo esto, queremos caracterizar funcionalmente las 
diferentes isoformas de este receptor (isoforma corta e isoforma larga). 
Para esto, se utilizarán diferentes condiciones, con el fin de comprobar si 
existe alguna diferencia en el papel que juegan las dos isoformas en la 
infección por VIH-1. 

En este trabajo se han desarrollado las herramientas necesarias 
para poder llevar a cabo esta caracterización. Por un lado, se han 
desarrollado dos líneas estables: una, que exprese la isoforma corta de 
CR2 (CR2_S o CR2_SHORT) y la otra, la isoforma larga (CR2_L o 
CR2_LONG). Las células elegidas para esto han sido las HeLa p4 CCR5 
CXCR4 ya que expresan, el receptor viral CD4 y los correceptores virales: 
CCR5 y CXCR4. Por otro lado, se han generado los pseudovirus con los que 
infectar estas células. 

Fue en la Unidad de Virología Molecular y Vacunas del Instituto 
Pasteur de Paris, bajo la dirección de PhD. Pierre Charneau (Director de 
la unidad) y la supervisión de Philippe Souque y Catherine Blanc donde se 
llevó a cabo todo este proceso. 

Creación de las líneas estables: HELA p4 CCR5-CXCR4-CR2_S y HELA p4 
CCR5-CXCR4-CR2_L. 

Las dos isoformas de CR2: transcrito 1 (larga) y transcrito 2 (corta) 
(CD21; NP_001006659.1 y NP_001868.2 respectivamente), fueron 
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amplificadas a partir de los plásmidos pCDNA31_CR2_S y 
pCDNA31_CR2_L (GenScript EE.UU. Inc., NJ, EE.UU.). En esta 
amplificación, se les incluyó a través de los cebadores, los sitios de corte 
para las enzimas de restricción: Bgl II y Sal I. Tras la purificación de las dos 
isoformas amplificadas, se realizó una subclonación en el vector 
TOPO_TA (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE.UU.). 
Posteriormente, se realizó la restricción de los dos plásmidos con las 
enzimas de restricción Bgl II-Sal I. 

De forma paralela, se realizó la restricción con las enzimas BamH I 
y Xho I del vector lentiviral pFLAP_CMV_EGFP_WPRE (Zennou et al. 
2000), para extraer EGFP y poder realizar la posterior ligación de los dos 
insertos. Los vectores pFLAP_CMV_CR2_S_WPRE y 
pFLAP_CMV_CR2_L_WPRE se secuenciaron para verificar que la 
clonación había sido la adecuada. 

Las células 293T se transfectaron mediante fosfato cálcico: una 
transfección, se realizó con el vector pFLAP_CMV_CR2_S_WPRE y la otra, 
con pFLAP_CMV_CR2_L_WPRE. En ambos casos, los vectores se 
cotransfectaron con dos plásmidos más: uno, con la envuelta VSV y otro, 
con los genes gag-pol. De esta forma, se generaron las partículas 
lentivirales con ambas isoformas. Las concentraciones de las partículas 
virales se determinaron mediante PCR a tiempo real, detectándose el 
fragmento U5R de la LTR de los vectores y normalizando con CD3, 
correceptor que se expresa en la línea celular 293T. 

Para generar las líneas estables que expresasen ambas isoformas, 
se hicieron reiteradas transducciones con las partículas lentivirales 
generadas sobre las células HeLa p4 CCR5-CXCR4. Se utilizaron dos MOI 
para realizar estas transducciones: 20 y 50 MOI, siendo esta última, la 
más eficaz para conseguir una mayor expresión de las isoformas. 
Mediante citometría de flujo, se midió la expresión de ambos receptores. 
Finalmente, se aislaron células de la tercera transducción realizada con 
las partículas de la isoforma corta y de la cuarta transducción de la 
isoforma larga. 
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Figura 2 │ Expresión de los clones 1-16 de CR2_S medida mediante FACS. 



Resultados/Results 

174 Rocío Herrero 

 

 

Figura 3 │ Expresión de los clones 1-17 de CR2_L medida mediante FACS. 
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Figura 4 │ Expresión de los clones 18-23 de CR2_L medida mediante FACS. 

Se obtuvieron 15 y 23 clones aislados que expresaban CR2_S y 
CR2_L respectivamente (Figura 2-4). Sin embargo, estas células aisladas 
morían tras realizar el pase para expandirlas. Es por eso que los 
experimentos de infección y de caracterización se realizaran con las líneas 
estables sin realizar aislamiento y clonación de las mismas. 
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Producción de virus y pseudovirus. 

Se generaron tres pseudovirus diferentes mediante la transfección 
con fosfato cálcico de las células 293T: dos pseudovirus con envuelta VIH-
1, ya que se quería testar la eficacia de infección de los dos plásmidos de 
la envuelta VIH-1, y otro con envuelta VSV.  

Para generar el pseudovirus envuelta VIH-1_CCR5 (1), se 
cotransfectó el plásmido pCAGGA SF162 gp160 con pBRU-ΔEnv; para el 
pseudovirus envuelta VIH-1_CCR5 (2), el plásmido HIV-1 clone BaL.01 y 
pBRU-ΔEnv. Para el pseudovirus con envuelta VSV, se cotransfectó el 
plásmido pHEF-VSVG con pBRU ΔEnv (Figura 5). 

 

Figura 5 │ Proceso de creación de pseudovirus. 

Una vez producidos y recogidos los pseudovirus, se realizó un ELISA 
para detectar la proteína p24 y así, cuantificar la producción viral. En 
cuanto a la infectividad de los pseudovirus, se determinó a través la 
infección de las células HeLa p4 CCR5-CXCR4. La cuantificación se llevó a 
cabo mediante β-galactosidasa y se normalizó mediante la cuantificación 
de proteínas (Figura 6). 

Con los datos obtenidos en la cuantificación de p24 mediante el 
ELISA y en la titración de los tres pseudovirus generados, se determinó 
que el plásmido más eficaz para la producción del pseudovirus con 
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envuelta VIH-1 y para la posterior infección de las células HeLa p4 CCR5-
CXCR4, es el HIV-1 clone BaL.01. El pseudovirus VIH-1 (1) originado con el 
plásmido pCAGGA SF162 gp160, pese a los valores de p24 generados, el 
ratio de β-galactosidasa/proteína producido, es muy inferior al originado 
por el pseudovirus VIH-1 (2) (Figura 6). 

También se determinó, las concentraciones de pseudovirus con las 
que realizar las infecciones de caracterización de las dos isoformas de CR2 
mediante las dos líneas estables creadas. Las concentraciones adecuadas 
de los pseudovirus para realizar la infección, son aquellas que provocan 
un nivel de infección similar y por ende, aquellas concentraciones en las 
que el ratio β-galactosidasa/proteína sea semejante. Es por eso, que las 
concentraciones más apropiadas de p24 para realizar dichas infecciones 
son: 5 ng para el pseudovirus VIH-1 (2) y 0,5 ng para el pseudovirus VSV 
(Figura 6). 
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Figura 6 │ Titración de los pseudovirus generados. a) Resultados de la cuantificación de 
la proteína p24 de los pseudovirus generados mediante ELISA. b) Resultados del nivel 
de infectividad de los pseudovirus con envuelta VSV y virus VIH-1 (2)-Bru sobre las 
células HeLa p4 CCR5-CXCR4. c) Resultados del nivel de infectividad del pseudovirus VIH-
1 (1)-Bru sobre las células HeLa p4 CCR5-CXCR4. 
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Dos SNPs ubicados en genes del sistema del complemento se han 
relacionado con la infección por VIH-1: el alelo G del rs2842704 de C4BPA, 
se asoció en modelo dominante con una disminución del riesgo de 
infección por vía parenteral, formando parte con un haplotipo (GCT) 
constituido por los marcadores rs2842704, rs4425986 y rs9943077 y 
asociado también en modelo dominante a resistencia a la infección. Sin 
embargo, estas asociaciones se perdieron cuando se intentó replicar los 
resultados por vía sexual. Por otro lado, el alelo T del rs1567190 de CR2, 
se asoció en modelo dominante con un aumento del riesgo de infección 
independientemente de la vía de transmisión; además, este marcador 
forma parte de un haplotipo protector (CGGGG), constituido por los 
marcadores rs1567190, rs1507764, rs1048971, rs17615 y rs4317805, que 
en homocigosis, se asocia a protección a la infección. El rs1567190 de CR2 
se encuentra ubicado en el promotor del gen y determina el empalme 
alternativo del exón 11 generando 2 isoformas: CR2_S y CR2_L. 
Fenotípicamente, el genotipo de este marcador, determina el nivel de 
expresión global del gen, así como el de sus isoformas. Los homocigotos 
CC, tienen una menor expresión de ARNm que los TT. Además, existe una 
clara diferencia entre las ratios de CR2_S y CR2_L entre los genotipos, 
habiendo una menor expresión de la isoforma corta y mayor expresión 
de la isoforma larga en homocigotos CC que TT. Se encontró también, un 
haplotipo ubicado en el CFH (formado por los marcadores: rs2019727, 
rs6695321, rs10737680, rs419137, rs395544, rs2284664, rs11582939 y 
rs16840658) que pese a perder la significación al realizar el análisis por 
multiple testing, queda en el umbral de la significación; es posible que al 
aumentar el número de individuos de la población de estudio, el nivel de 
significación se vuelva a alcanzar. 

También se halló un haplotipo en el promotor de CD209, XAGA, que 
se asoció a protección por VIH-1 por vía parenteral. Este haplotipo estaba 
compuesto por los marcadores: rs2287886 (-139), rs4804803 (-336), 
rs735239 (-871) y rs735240 (-939). Además, se comprobó que portadores 
de este haplotipo en homocigosis, tienen una menor expresión de ARNm 
frente a portadores de haplotipos no XAGA. Cuando se comprobó la 
repercusión de estos SNPs y haplotipos en la infección por VHC, se asoció 
el haplotipo GAA (formado por los marcadores: rs2287886, rs4804803 y 
s735239) con menor carga viral en aquellos individuos infectados con 
genotipos virales 2 y 3. 
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En cuanto al efecto que tiene el rs368234815 de IFNL4 sobre la 
infección por VIH-1, se comprobó que el genotipo favorable para VHC 
(TT/TT), también lo es para la infección por VIH-1 por vía parenteral. 

Todos estos estudios están realizados en población masculina, de 
rasgos genéticos similares y de un rango de edad establecido. Solo en la 
cohorte italiana de parejas serodiscordantes, usada para la replicación de 
los datos ya obtenidos, existe población femenina. Además, todos los 
individuos (menos las parejas serodiscordantes), están infectados con el 
VHC, tanto los VIH-1 positivos como los ENIS, aportando mayor 
homogeneidad y siendo en el caso de los ENIS, un marcador de exposición 
al VIH-1. 

Las características de nuestra población son muy importantes y nos 
dan ventajas frente a otros estudios realizados. Por un lado, los rasgos 
genéticos similares, aportan mayor consistencia a los datos obtenidos 
frente a otros estudios donde la población es más heterogénea como los 
estudios de GWAS realizados en VIH-1 y ENIS (Joubert et al. 2010; 
Petrovski et al. 2011; Lingappa et al. 2011; Luo et al. 2012; Lane et al. 
2013). 

Así, al haber realizado los estudios sobre individuos varones, la 
inmunidad innata y adaptativa no se encontraran estimuladas debido a 
hormonas sexuales femeninas, como el estrógeno. La mayoría de las 
células del sistema inmune expresan receptores de estrógenos (células T 
y B, DCs, NK) y se ha demostrado que este, entre otros efectos, aumenta 
el número de linfocitos B, reduce la producción de citoquinas pro-
inflamatorias, estimulan la producción de anticuerpos, mejoran en 
células T CD4+ la expresión de CCR1 y CCR5, etc. También se ha 
demostrado que existen respuestas diferentes entre ambos sexos en 
respuestas a vacunas (Giefing-Kröll et al. 2015). 

Por otro lado, se sabe que la infección por VIH-1 afecta al curso 
clínico del VHC y a la inversa, habiendo cierta controversia en cómo afecta 
realmente el VHC a la infección por VIH-1 (Kang et al. 2014; Younas et al. 
2015). Es importante tener esto en cuenta, debido a que los resultados 
detallados aquí, se obtienen bajo las condiciones de infección o co-
infección con VHC. 

Una limitación de nuestro estudio es el bajo número de individuos 
sobre todo, la de la cohorte italiana de parejas serodiscordantes. Esto 
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podría explicar, la no significación inicial de los datos obtenidos solo por 
vía sexual, en el estudio realizado con genes del complemento. A pesar 
de ello, el aumento en la significación estadística en el meta-análisis 
realizado cuando se engloban ambas poblaciones confirma, que el 
tamaño de efecto de la asociación y sobre todo, su dirección es similar en 
ambas poblaciones. 

Otra limitación de este mismo estudio, es la selección de los 
marcadores testados. En este estudio no se han tenido en cuenta 
polimorfismos raros que pudieran tener una alta penetrancia en el 
fenotipo. Sería interesante tras los resultados obtenidos, realizar un 
estudio de secuenciación de exomas en individuos VIH-1 y ENIS, ya que 
esto, nos aportaría una visión mucho más amplia y a la vez, más específica 
de las diferencias existentes entre ambos grupos. 

Es importante señalar aquí, que casi todos los marcadores que se 
han asociado del sistema del complemento (rs1567190 de CR2 y 
rs2842704 de C4BPA) y de CD209 (rs2287886, rs735239, rs735240) con la 
infección por VIH-1 en nuestro trabajo, están incluidos en casi todos los 
estudios realizados de GWAS sobre ENIS (Joubert et al. 2010; Petrovski et 
al. 2011; Lingappa et al. 2011; Lane et al. 2013). A pesar de ello, no fueron 
reportados como asociados a la resistencia a la infección en estos 
estudios masivos. Esto, sin embargo, puede ser el efecto que los rigurosos 
controles de calidad tienen sobre los marcadores genéticos en los GWAS, 
haciendo que muchos de ellos no lleguen a la fase de análisis, o bien, que 
sean descartados por no superar las correcciones por múltiple testado, a 
pesar de que sea verdadera la asociación. Otras posibles causas de estas 
discrepancias, pueden ser las diferencias intrínsecas que nuestra 
población pueda tener con las poblaciones donde estos estudios se han 
realizado (principalmente africanos de ambos sexos), las diferencias en 
las rutas de transmisión del VIH (principalmente sexual o vertical) y la 
heterogeneidad de los individuos incluidos en algunos de estos estudios. 
Además, en los estudios de GWAS no se han realizado estudios de 
haplotipos. 

CR2 ha sido identificado como el ligando principal in vivo de la 
cubierta del virus, que interacciona con CD23 y que se une a IFN-alpha 
(Braun et al. 1998). También se conoce que a través de este, se produce 
el fenómeno de C´ADE, viéndose implicados también los FcRs y pudiendo 
ser determinante el balance de CRs y FcRs (Willey et al. 2011). En el caso 
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de DC-SIGN y el Virus del Dengue, ocurre de forma parecida. Se han 
descrito fenómenos de mejora de infección en los que están implicados 
los FcRs y como, los ratios de DC-SIGN y FcRs influyen en esa mejora 
(Boonnak et al. 2008). 

Sin embargo, se desconoce cuál es el papel de las dos isoformas de 
CR2 en la infección por VIH-1 y en este fenómeno de mejora de la 
infección. Para evaluar esto en el futuro, hemos desarrollado las líneas 
celulares que expresen ambas isoformas y puesto a punto el proceso de 
generación de pseudovirus. También sería necesario evaluar relaciones 
sinérgicas entre CRs, FcRs y DC-SIGN y sus efectos sobre el virus del VIH-
1 ya que quizás, pueda existir una relación entre los genotipos de CD209 
y CR2 y el fenotipo de protección/susceptibilidad a la infección. 

Las variantes incluidas en el haplotipo de CD209 descrito en este 
trabajo, se ha asociado de forma aislada al desarrollo o al agravamiento 
de diferentes patologías como: aspergilosis pulmonar invasiva en 
pacientes inmunodeprimidos (rs2287886, posición -139) (Sainz et al. 
2010), diabetes mellitus tipo 1 en población brasileña (rs735239 y 
rs4804803, posiciones -871 y -336 respectivamente) (da Silva et al. 2014). 
La variante rs4804803 (-336), ha sido sin duda la que se ha asociado a un 
mayor número de patologías: tuberculosis (Vannberg et al. 2008), 
enfermedad de Kawasaki (Yu et al. 2012), mayor gravedad en la 
enfermedad hepática en infectados por VHC (Ryan et al. 2010). 

En un estudio, un haplotipo formado por 3 de los 4 marcadores de 
CD209 descritos en este trabajo (rs2287886, rs4804803, rs735239), es 
asociado con el agravamiento y la aparición de trombocitopenia en el 
curso clínico del Dengue (Alagarasu et al. 2013). Clifford y colaboradores, 
relacionaron los marcadores rs2287886, rs4804803 y rs735239 de CD209, 
con las respuestas a la vacuna del sarampión. Y es que, DC-SIGN captura 
a este virus en la superficie celular y luego lo transmite a los recetores de 
entrada del virus (SLAM) (Clifford et al. 2011). En otro estudio, este sí 
relacionado con la resistencia a la infección por VIH-1, se asocia un 
haplotipo compuesto por 7 SNPs ubicados en el promotor de CD209, de 
los cuales 3 forman parte del haplotipo que hemos encontrado en 
nuestro trabajo (rs2287886, rs4804803, y rs735240), con riesgo de 
infección por VIH-1 por vía parenteral, aunque tras la corrección por 
multiple-testing, esa asociación se perdió (Martin et al. 2004). Si bien es 



Discusión/Discussion 

Rocío Herrero 185 

cierto, en este estudio no se determinó el efecto fenotípico del haplotipo 
hallado. 

Hemos relacionado una menor expresión del receptor DC-SIGN con 
resistencia a la infección por VIH-1 por vía parenteral. Sin embargo, se 
necesitan estudios adicionales, para corroborar si este haplotipo confiere 
resistencia también por vía sexual y comprobar, si el efecto de estos 
haplotipos es solo a nivel cuantitativo, ya que podría tener otros efectos 
como por ejemplo, la generación de variantes que hagan menos funcional 
al receptor o incluso pueden tener alguna relación con otros SNPs de la 
región codificante. 

En el caso de IFNL4, corroboramos en cierta medida lo que otros 
estudios han mostrado, y es que el genotipo TT/TT del rs368234815 tiene 
un efecto protector ya sea, como defendemos nosotros en la infección 
por VIH-1 por vía parenteral o como se publica en otros trabajos, con una 
mejora en el estado inmune del paciente con VIH-1 (Machmach et al. 
2015). 

En cuanto al genotipo ΔG de rs368234815 IFNL4, hace que se 
exprese IFNL4, proteína muy parecida a IFNL3, que podrían competir por 
la unión al receptor IFNLR1. Una vez unido IFNL4 a este receptor, 
provocaría una preactivación de la señalización de los interferones, 
reduciéndose la respuesta de los IFN tipo I y tipo III (Prokunina-Olsson et 
al. 2013). 

También se han relacionado a los IFNLs con enfermedades 
autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico. Hasta hace poco 
tiempo se pensaba, que el IFN-alpha era el que progresivamente rompía 
la tolerancia inmunológica y contribuía al desarrollo de la enfermedad, 
por lo que siempre ha sido una diana terapéutica. Sin embargo, la falta 
de eficacia clínica de los fármacos desarrollados, ha dirigido las miradas 
hacia los IFNLs ya que pueden compartir las mismas rutas biológicas. Se 
ha detectado mayores niveles de IFNL2 en suero de pacientes con lupus 
que de donantes sanos y se ha correlacionado los niveles de IFNL1 con 
esta enfermedad y además, con la artritis y la glomerulonefritis 
(Amezcua-Guerra et al. 2015; Lasfar et al. 2015). 

Se tendrán que realizar más estudios para determinar realmente el 
papel que tiene el genotipo ΔG de rs368234815 IFNL4. En nuestro caso, 
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se procederá en futuros experimentos a replicar los datos obtenidos por 
vía parenteral en la cohorte de parejas serodiscordantes. 

Los datos obtenidos aquí, muestran que nos encontramos ante 
dianas terapéuticas potenciales. Si bien es cierto, estos genes son 
difícilmente drugables debido a que participan en procesos esenciales de 
la inmunidad. Es por esto que pueden ser utilizados con otros fines, bien 
como marcadores que indiquen la respuesta a un tratamiento eficaz, 
como puede ser IFNL4 o IFNL3, o en farmacogenética de vacunas como 
marcador de respuesta inmunológica eficiente a las mismas. 
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Conclusión global: Se han identificado factores genéticos en los genes 
CR2, C4BPA, CD209 e INFL4 que han sido asociados a resistencia 
innata al VIH-1. 

Conclusión 1.1: Hemos identificado dos polimorfismos en genes del 
complemento que han sido asociados con riesgo de infección del VIH-
1 en drogadictos por vía parenteral: el rs2842704 ubicado en C4BPA y 
el rs1567190 localizado en CR2. En el caso de CR2, el alelo protector 
se asoció con niveles más bajos de ARNm; además, la expresión de la 
isoforma larga era mayor en el genotipo protector. Estas diferencias 
sugieren que los genotipos de CR2 así como sus variantes, podrían 
jugar un papel importante en las etapas iniciales de la infección por 
VIH-1. 

Conclusión 1.2: Los datos obtenidos no se pudieron replicar por vía 
sexual, probablemente debido al tamaño más reducido de la cohorte 
sexual. Sin embargo, la distribución genotípica encontrada en la 
cohorte por vía sexual, es similar a la de la población de usuarios de 
drogas por vía parenteral. Al realizar un meta-análisis con los 
resultados de los dos análisis, se obtuvo un p-valor altamente 
significativo lo que indica que CR2 podría ser un factor genético que 
influye en el riesgo de infección por VIH-1 tanto por vía parenteral 
como por vía sexual. 

Conclusión 1.3: Se crearon las líneas celulares estables que expresan 
la isoforma larga y la isoforma corta del CR2 para evaluar, en futuros 
experimentos de infección, la actividad funcional de ambos 
receptores durante el acoplamiento y la infección por VIH-1. Se 
generaron también los pseudovirus con envuelta VIH-1-R5 y VSV, 
poniendo a punto de este modo, el proceso de creación de 
pseudovirus. 

Conclusión 2.1: El haplotipo (XAGA) formado por rs2287886, 
rs4804803, rs735239 y rs735240 respectivamente, en homocigosis se 
asocia con protección en la adquisición de la infección por VIH-1 por 
vía parenteral. 
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Conclusión 2.2: El haplotipo protector XAGA, se correlaciona con una 
menor expresión de ARNm de CD209 en células mononucleares de 
sangre periférica de donantes sanos, así como con menor actividad en 
el modelo in vitro de células humanas 

Conclusión 3.1: La variante de IFNL4 que genera un marco de lectura 
abierto, se asocia con una mayor resistencia a la infección por VIH-1 
en usuarios de drogas por vía parenteral. Este alelo impide la 
producción adecuada de IFNL4. Parece ser, que la expresión de IFNL4 
en la infección por VIH-1 podría ser un factor negativo. 
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Global conclusion: Polymorphisms in CR2, C4BPA, CD209 and IFNL4 
genes was associated to innate resistance to HIV-1. 

Conclusion 1.1: We have identified two polymorphisms in the 
complement genes associated with risk of HIV-1 infection in 
intravenous drug users: rs2842704 (C4BPA) and rs1567190 (CR2). In 
the case of CR2, the protective allele was associated with lower levels 
of mRNA. Furthermore, the long isoform displayed increased 
expression in the protective genotype background. These differences 
suggest that CR2 genotypes and protein variants play an important 
role in initial phases of HIV-1 infection. 

Conclusion 1.2: These results were not replicated in a cohort of 
patients at risk of infection through sexual route, probably due to the 
small size of this cohort. However, the distribution of CR2 genotypes 
in the sexual cohort was similar compared to the IDU cohort. The 
results of the two association analyses were combined through a 
random effect meta-analysis with a highly significant p-value. This 
indicates that CR2 could be a major genetic factor influencing the risk 
of HIV-1 infection by parenteral as well as sexual route. 

Conclusion 1.3: Two cell stable cell lines expressing the long and short 
variants of CR2 were created to evaluate in upcoming experiments, 
the functional activity of both receptors during HIV-1 attachment and 
infection. R5-HIV-1 and VSV envelope pseudo-viruses were created 
and tuning the process of generated pseudo-viruses. 

Conclusion 2.1: Two copies of XAGA haplotype, including the SNPs 
rs2287886, rs4804803, rs735239 and rs735240 respectively, were 
associated with protection from HIV-1 infection by parenteral route. 

Conclusion 2.2: The protective XAGA haplotype were correlated with 
lower expression of CD209 mRNA in PBMCs from healthy donors as 
well as lower promoter activity in vitro. 
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Conclusion 3.1: A frameshift variant in IFNL4 is associated with 
increased resistance from HIV infection in IDU. This allele impedes the 
correct IFNL4 protein production. The expression of IFNL4 appears to 
be a negative factor in the context of HIV-1 infection. 
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Anexo 1 | Informe del Comité de bioética de la Universidad de Jaén.  
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Anexo 2 | Ejemplo de consentimiento informado. 
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Anexo 3 | Mapa de los plásmido pCDNA31_CR2_SHORT y pCDNA31_CR2_LONG 
(GenScript EE.UU. Inc., NJ, EE.UU.). 
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Anexo 4 | Mapa del vector pFLAP-CMV-EGFP-WPRE (Zennou et al. 2000). 
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Anexo 5 | Mapa de los vectores pFLAP-CMV-CR2_SHORT-WPRE y pFLAP-CMV-
CR2_LONG-WPRE. 
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Anexo 6 | Mapa del vector pHEF-VSV-G (REF NIH: 4693). 
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Anexo 7 | Mapa del vector pSG3Δenv (REF NIH: 11051) 
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Anexo 8 | Mapa del plásmido pd2EGFP-1 de Clontech (Takara Bio Inc, Kusatsu, Japón). 

 

 

Anexo 9 | Mapa del vector StrataClone PCR Cloning vector pSC-A-amp/kan 
(Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). 
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