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DESCRIPCIÓN 
 
Identificación del tropismo celular de virus. 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención, como se define en las reivindicaciones 1 a 16, se refiere a un método de caracterización del 
tropismo celular de un virus, en particular del virus de la inmunodeficiencia Humana (VIH), y en particular de la 
capacidad del virus VIH para utilizar los receptores CXCR4 y/o CCR5 para entrar en las células. 
 10 
Técnica anterior 
 
La entrada del virus VIH en las células involucra a varias proteínas virales, incluyendo las proteínas de envoltura 
gp41 y gp120. La primera etapa del ciclo de replicación del virus VIH hace intervenir la fijación del virus a los 
linfocitos T4 auxiliares por interacción de la proteína gp120 con la proteína celular CD4. Además, para que la fusión 15 
de las membranas viral y celular se produzca, el virus VIH debe interactuar con un co-receptor celular. Los co-
receptores más importantes in vivo son los receptores de quimiocinas CXCR4 y CCR5. La utilización de los 
diferentes co-receptores está asociada a la evolución de la deficiencia inmunitaria y, por lo tanto, de la infección: al 
principio de la infección, los virus denominados R5 interactúan con el co-receptor CCR5, y después, en una fase 
más avanzada, algunos virus utilizan el co-receptor CXCR4 (virus denominado X4). En esta fase, la población viral 20 
comprende bien una mezcla de virus R5 y X4, o bien unos virus de doble tropismo R5/X4. En algunos casos, los 
virus R5 pueden provocar directamente la aparición del SIDA, sin embargo, es la aparición de virus X4 la que está 
generalmente asociada con el desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, es esencial poder detectar precozmente la 
aparición de los virus X4 en el paciente. 
 25 
Así, se ha desarrollado un cierto número de métodos que tienen como objetivo determinar el tropismo celular de los 
virus VIH. 
 
Por ejemplo la prueba TROFILE (MONOGRAM) es una prueba fenotípica del virus VIH propuesta por la compañía 
Monogram Biosciences y Pfizer. En primer lugar, se ha realizado una biblioteca de vectores que contiene las 30 
regiones que codifican la envoltura de los virus VIH de un paciente. Estos vectores son después amplificados y las 
regiones que codifican la envoltura son clonadas en un vector que expresa un virus VIH desprovisto de proteína de 
envoltura y que expresa el gen de la luciferasa. Por último, se utilizan los virus recombinantes obtenidos a partir de 
estos vectores para infectar unas células que expresan CD4 y CCR5 o CXCR4. La capacidad de un virus para 
infectar estas células se determina por medición de la emisión de luz producida por la luciferasa. Esta prueba 35 
adolece de varios inconvenientes, como señaló en noviembre de 2007 el TRT.5 el Afssaps y la HAS (Alta Autoridad 
de la Salud). En primer lugar, tiene un coste muy elevado. Además, el plazo de recepción de los resultados es de 
cuatro a cinco semanas, lo que no es compatible con una toma de decisión rápida en caso de un cambio de 
tratamiento. Además, no es imposible que un cambio de tropismo viral pueda intervenir en algunos pacientes en 
dicho plazo. Por otra parte, no hay ninguna prueba Trofile disponible para los virus de tipo VIH-2. 40 
 
Existe por lo tanto una necesidad real de pruebas alternativas simples, rápidas, fiables y poco costosas que permitan 
determinar el tropismo celular de los virus VIH. El objeto de la presente invención es proporcionar pruebas de este 
tipo. 
 45 
Resumen de la invención 
 
La presente invención, como se define mediante las reivindicaciones 1 a 16, surge del descubrimiento inesperado, 
por los inventores, de que la expresión de miARN en una célula susceptible de ser infectada por un virus VIH está 
modulada en función del co-receptor utilizado por el virus VIH para entrar en la célula. 50 
 
Así, la presente invención se refiere a un método in vitro de identificación de microARN, o de sus ARNm diana, cuya 
expresión, cuando tiene lugar la infección de células por un virus que utiliza un receptor celular y por lo menos un co-
receptor celular para entrar en la célula, está específicamente modificada en función del co-receptor celular utilizado 
por el virus para su entrada en las células, que comprende: 55 
 

i)  determinar los niveles de expresión de microARN en una célula de prueba, que expresa un receptor, un 
primer co-receptor y por lo menos otro co-receptor, después de la infección respectivamente por un primer 
virus que utiliza el primer co-receptor y por lo menos por otro virus que utiliza otro co-receptor; 

 60 
ii)  identificar los microARN cuyo nivel de expresión se modula cuando tiene lugar la infección por cada uno de 

los virus con respecto al nivel de expresión en unas células no infectadas; 
 
iii)  comparar los microARN así identificados; 
 65 
iv)  seleccionar los microARN cuya modificación del nivel de expresión es específica de la utilización de un co-

E10763790
18-05-2015ES 2 537 121 T3

 



3 

receptor; 
 
v)  eventualmente identificar los ARNm diana de los micro-ARN así seleccionados. 

 
La invención se refiere también a un método in vitro de identificación de un co-receptor celular utilizado por un virus 5 
que utiliza un receptor celular y por lo menos un co-receptor celular para entrar en una célula, en un paciente 
infectado por el virus, que comprende: 
 

i)  poner en contacto una muestra del paciente susceptible de contener el virus con una célula de prueba que 
expresa un receptor celular del virus y por lo menos un co-receptor celular del virus; 10 

 
ii)  determinar el nivel de expresión de por lo menos un miARN y/o de por lo menos un ARNm diana de un 

miARN en la célula de prueba; 
 
iii)  comparar el nivel de expresión con un valor predeterminado; 15 
 
iv)  deducir si el virus utiliza o no un co-receptor celular expresado por la célula de prueba. 

 
Descripción de la invención 
 20 
El término “miARN” o “microARN” se refiere a una clase de ARN, generalmente de 20 a 25 nucleótidos de largo, 
implicados en la regulación post-transcripcional de algunos genes específicos degradando o bloqueando la 
traducción del ARNm procedente de la transcripción de estos genes. Por “ARNm diana” de un miARN, se entiende 
un ARNm del cual se sabe o del cual se ha determinado que está degradado, o cuya traducción está bloqueada por 
dicho miARN. Los miARN están descritos en particular en Griffiths-Jones ((2004) Nucleic Acids Res 32:D109-D111), 25 
en Griffiths-Jones et al. ((2008) Nucleic Acids Res 36:D154-D158) y en la base de datos sobre los miARN (miRBase, 
http://microARN.sanger.ac.uk). 
 
La expresión “virus” tal como se utiliza en la presente memoria comprende todos los tipos de virus. En particular, el 
virus se puede seleccionar de entre el grupo de los virus cuyas variantes o especies son más o menos patógenas, 30 
por ejemplo los retrovirus, en particular el virus VIH, los virus de la gripe, los coronavirus, los virus de la rubeola, los 
herpesvirus (incluyendo los virus EBV, Simplex y CMV), los papilomavirus. Preferentemente, el virus es un retrovirus 
seleccionado de entre los retrovirus humanos, en particular VIH, HTLV-I y XMRV. Aún más preferentemente, el virus 
es el VIH y en particular los virus VIH-1 y VIH-2 (descritos en particular en la base de datos HIV databases, 
http://www.hiv.|an|.gov/content/index). Si el virus según la invención es el VIH, los virus utilizados para realizar las 35 
infecciones pueden, por ejemplo, ser unos virus prototipos, como los virus VIH-1, NL4.3, VIH-2 ROD o VIH-1 NLAD8 
o unos virus de un paciente. Los virus VIH según la invención pueden utilizar uno o varios co-receptores para entrar 
en las células diana. Preferentemente, en los métodos de identificación de micro-ARN según la invención, los virus 
VIH utilizados utilizan un solo tipo de co-receptor para entrar en una célula. 
 40 
El término “paciente” designa un ser humano infectado por un virus. Preferentemente, el virus es el VIH. El paciente 
puede entonces eventualmente haber desarrollado un SIDA (Síndrome de Inmuno-Deficiencia Adquirida). 
Eventualmente, el paciente está bajo tratamiento anti-retroviral, por ejemplo bajo tratamiento HAART (tratamiento 
anti-retroviral altamente activo (“Highly Active Anti-Retroviral Therapy”). 
 45 
Los términos “receptor” y “receptor celular” según la invención designan una estructura de superficie celular, en 
general una proteína, que interviene en el reconocimiento de una célula diana por un virus y conduce generalmente 
a la fijación de este virus a la célula diana. Los términos “co-receptor” y “co-receptor celular” agrupan el conjunto de 
las proteínas celulares de superficie que participan en la entrada del virus, con la exclusión del receptor celular. 
 50 
Cuando el virus es el VIH, los términos “co-receptor” y “co-receptor celular” agrupan más específicamente el 
conjunto de las proteínas celulares de superficie que participan en la entrada del virus, además de la interacción 
entre el virus y el receptor celular CD4. La entrada de un virus VIH en una célula hospedante implica la fusión entre 
las membranas celular y viral. En particular, el co-receptor se puede seleccionar de entre el grupo constituido por 
CXCR4, CCR5, CCR3, CCR2, CCR1, CCR4, CCR8, CCR9, CXCR2, STRL33, V28, gpr1, gpr15 y ChemR23. 55 
Preferentemente, el co-receptor es CCR5 o CXCR4. 
 
CXCR4 es también conocido bajo los nombres de Fusin, LESTR y NPY3R. El gen CRCR4 designa en la presente 
memoria preferentemente la secuencia del gen CXCR4 humano cuya secuencia de ARNm puede, por ejemplo, ser 
la SEC ID nº 1 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en 60 
otras especies. El gen CXCR4 codifica la proteína CXCR4 que puede tener la secuencia representada por la SEC ID 
nº 2 o cualquier variante natural de ésta. 
 
CCR5 es también conocido bajo los nombres de CKR-5 y CMKRB5. El gen CCR5 designa en la presente memoria 
preferentemente la secuencia del gen CCR5 humano cuya secuencia de ARNm puede, por ejemplo, ser la SEC ID 65 
nº 3 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras 
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especies. El gen CCR5 codifica la proteína CCR5, que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 4 o 
cualquier variante natural de ésta. 
 
CCR3 es asimismo conocido bajo los nombres de CC-CKR-3, CKR-3 y CMKBR3. El gen CCR3 designa en la 
presente memoria preferentemente la secuencia del gen CCR3 humano cuya secuencia de ARNm puede, por 5 
ejemplo, ser la SEC ID nº 5 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas 
presentes en otras especies. El gen CCR3 codifica la proteína CCR3 que puede tener la secuencia representada por 
la SEC ID nº 6 o cualquier variante natural de ésta. 
 
CCR2 es también conocido bajo los nombres de CCR2b y CMKBR2. El gen CCR2 designa en la presente memoria 10 
preferentemente la secuencia del gen CCR2 humano cuya secuencia de ARNm puede, por ejemplo, ser la SEC ID 
nº 7 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras 
especies. El gen CCR2 codifica la proteína CCR2, que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 8 o 
cualquier variante natural de ésta. 
 15 
CCR1 es también conocido bajo los nombres de CKR1 y CMKBR1. El gen CCR1 designa en la presente memoria 
preferentemente la secuencia del gen CCR1 humano cuya secuencia de ARNm puede, por ejemplo, ser la SEC ID 
nº 9 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras 
especies. El gen CCR1 codifica la proteína CCR1 que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 10 o 
cualquier variante natural de ésta. 20 
 
CCR4 es también conocido bajo el nombre de CKR-4. El gen CCR4 designa en la presente memoria 
preferentemente la secuencia del gen CCR4 humana cuya secuencia de ARNm puede, por ejemplo, ser la SEC ID 
nº 11 o cualquier variante alélica o polimórfica de esta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras 
especies. El gen CCR4 codifica la proteína CCR4, que puede ser de secuencia representada por la SEC ID nº 12 o 25 
cualquier variante natural de ésta. 
 
CCR8 es también conocido bajo los nombres de ChemR1, TER1 y CMKBR8. El gen CCR8 designa en la presente 
memoria preferentemente la secuencia del gen CCR8 humano cuya secuencia de ARN puede, por ejemplo, ser la 
SEC ID nº 13 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras 30 
especies. El gen CCR8 codifica la proteína CCR8 que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 14 o 
cualquier variante natural de ésta. 
 
CCR9 es también conocido bajo el nombre de D6. El gen CCR9 designa en la presente memoria preferentemente la 
secuencia del gen CCR9 humano cuya secuencia de ARN puede, por ejemplo, ser la SEC ID nº 15 o cualquier 35 
variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras especies. El gen CCR9 
codifica la proteína CCR9, que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 16 o cualquier variante 
natural de ésta. 
 
CXCR2 es también conocido bajo el nombre de IL-8RB. El gen CXCR2 designa en la presente memoria 40 
preferentemente la secuencia del gen CXCR2 humano cuya secuencia de ARN puede, por ejemplo, ser la SEC ID nº 
17 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras especies. 
El gen CXCR2 codifica la proteína CXCR2, que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 18 o 
cualquier variante natural de ésta. 
 45 
STRL33 es también conocido bajo los nombres de Bonzo, CXCR6 y TYMSTR. El gen STRL33 designa en la 
presente memoria preferentemente la secuencia del gen STRL33 humano cuya secuencia de ARN puede, por 
ejemplo, ser la SEC ID nº 19 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas 
presentes en otras especies. El gen STRL33 codifica la proteína STRL33, que puede tener la secuencia 
representada por la SEC ID nº 20 o cualquier variante natural de ésta. 50 
 
V28 es también conocido bajo los nombres de CMKBRL1, CX3CR1 y GPR13. El gen V28 designa en la presente 
memoria preferentemente la secuencia del gen V28 humano cuya secuencia de ARN puede, por ejemplo, ser la 
SEC ID nº 21 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras 
especies. El gen V28 codifica la proteína V28, que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 22 o 55 
cualquier variante natural de ésta. 
 
El gen gpr1 o GPR1 designa en la presente memoria preferentemente la secuencia del gen gpr1 humano, cuya 
secuencia de ARN puede, por ejemplo, ser la SEC ID nº 23 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así 
como las secuencias ortólogas presentes en otras especies. El gen gpr1 codifica la proteína gpr1, que puede tener 60 
la secuencia representada por la SEC ID nº 24 o cualquier variante natural de ésta. 
 
gpr15 o GPR15 es también conocido bajo el nombre de BOB. El gen gpr15 designa en la presente memoria 
preferentemente la secuencia del gen gpr15 humano cuya secuencia de ARN puede, por ejemplo, ser la SEC ID nº: 
25 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas presentes en otras especies. 65 
El gen gpr15 codifica la proteína gpr15, que puede tener la secuencia representada por la SEC ID nº 26 o cualquier 
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variante natural de ésta. 
 
Apj es también conocido bajo los nombres de angiotensin-receptor-like, apelin receptor (APLNR) y AGTRL1. El gen 
Apj designa en la presente memoria preferentemente la secuencia del gen Apj humano, cuya secuencia de ARN 
puede, por ejemplo, ser la SEC ID nº 27 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias 5 
ortólogas presentes en otras especies. El gen Apj codifica la proteína Apj, que puede tener la secuencia 
representada por la SEC ID nº 28 o cualquier variante natural de ésta. 
 
El gen ChemR23 es también conocido bajo los nombres de CMKLR1 y DEZ. El gen ChemR23 designa en la 
presente memoria preferentemente la secuencia del gen ChemR23 humano, cuya secuencia de ARN puede, por 10 
ejemplo, ser la SEC ID nº 29 o cualquier variante alélica o polimórfica de ésta, así como las secuencias ortólogas 
presentes en otras especies. El gen ChemR23 codifica la proteína ChemR23, que puede tener la secuencia 
representada por la SEC ID nº 30 o cualquier variante natural de ésta. 
 
Según la invención, se entiende por “célula de prueba” cualquier célula susceptible de ser infectada por un virus 15 
según la invención. Preferentemente, cuando el virus es el VIH, la célula de prueba según la invención expresa CD4, 
un primer y por lo menos otro co-receptor del virus VIH tal como se ha definido anteriormente. Más preferentemente, 
la célula de prueba según la invención expresa CXCR4 y CCR5. Una célula de prueba según la invención puede 
expresar naturalmente estos receptores o ser genéticamente modificada con el fin de expresar estos receptores. La 
célula de prueba según la invención puede por ejemplo ser una célula dendrítica, una célula procedente de las 20 
líneas linfoide (preferentemente un linfocito T) o mieloide (preferentemente un macrófago), una célula epitelial o un 
fibroblasto. Preferentemente, la célula de prueba según la invención se selecciona de entre el grupo que comprende 
las células Jurkat (descritas en particular en Schneider et al. Int J Cancer (1997) 19(5): 621-6), por ejemplo el clon de 
célula Jurkat E6-1 (ATCC No: TIB-152), las células Jurkat-CCR5 (descritas en particular en Alkhatib et al. (1996) 
Science 272: 1955-1958 y AIDS reagent NIBSC, UK). Aún más preferentemente, la célula de prueba según la 25 
invención es una célula Jurkat-CCR5. 
 
Las técnicas que permiten infectar una célula de prueba según la invención por un virus VIH son bien conocidas por 
el experto en la materia y están descritas en particular en Barré-Sinoussi et al. ((1983) Science 220(4599): 868-71)). 
 30 
El nivel de expresión de microARN o el nivel de expresión de ARNm diana en las células de prueba se puede medir 
mediante cualquier técnica conocida por el experto en la materia. Se conocen numerosos métodos, que permiten 
cuantificar los ARN, por ejemplo, los métodos basados en unos PCR después de la transcripción inversa (RT-PCR) 
que utiliza unos oligonucleótidos específicos de las secuencias de ARN o unos métodos que permiten la hibridación 
de estos ARN, unos duplicados o triplicados de estos ARN con unas sondas bajo condiciones rigurosas. Cuando el 35 
nivel de expresión de los ARNm diana se mide, es posible realizar una RT-PCR o unos chips de ADNc específicos 
con una sola sonda que permite la transcripción inversa de todos los ARNm. Las sondas según la invención están 
preferentemente depositadas sobre unos microarrays. Las estrictas condiciones pueden fácilmente ser determinadas 
por el experto en la materia. Por ejemplo, las estrictas condiciones según la invención pueden comprender una 
etapa de hibridación de 10 a 20 horas, preferentemente 16h, a una temperatura de 40 a 50ºC, preferentemente a 40 
50ºC, en presencia de una fuerza iónica equivalente a la inducida por una concentración de 500 mM a 2 M de NaCl, 
preferentemente 1M de NaCl. También pueden ser añadidos otros productos, como unas soluciones tampón, tales 
como el Tris o MES, EDTA, Tween y BSA (albúmina de suero bovino). 
 
Los niveles de expresión de los microARN o de sus ARNm diana así medidos, en una célula de prueba 45 
respectivamente infectada por un primer virus que utiliza un primer co-receptor y por lo menos por otro virus que 
utiliza otro co-receptores, pueden permitir identificar los microARN o sus ARNm diana cuya expresión es modulada 
cuando tiene lugar la infección por cada uno de los virus con respecto a unas células no infectadas. La identificación 
de los microARN o de sus ARNm diana, cuya expresión se modula cuando tiene lugar la infección por cada uno de 
los virus puede ser realizada comparando los niveles de expresión de los miARN o de sus ARNm diana medidos 50 
después de la infección por cada uno de los virus con el nivel de expresión de dichos miARN o de dichos ARNm 
diana en unas células no infectadas. Preferentemente, para que un microARN o sus ARNm diana estén 
considerados por tener una expresión modulada cuando tiene lugar la infección de las células de prueba por un 
virus, esta expresión es aumentada o disminuida con respecto a la expresión en las células de prueba no infectadas 
de un log2 de la relación (expresión de dicho miARN en unas células infectadas/expresión de dicho miARN en unas 55 
células no infectadas) superior a 0,5 o inferior a -0,5 respectivamente. 
 
Los microARN o sus ARNm diana identificados por tener una expresión modulada cuando tiene lugar la infección por 
cada uno de los virus pueden después ser comparados con el fin de seleccionar los miARN o sus ARNm diana cuya 
expresión está modificada específicamente por la utilización de un co-receptor por el virus. 60 
 
Por “modificación del nivel de expresión específica de la utilización de un co-receptor” según la invención se 
entiende una modificación, aumento o disminución, de la expresión suficiente para permitir identificar el co-receptor 
utilizado por el virus. 
 65 
Por “células de prueba no infectadas” o “células no infectadas por el virus del paciente” se entiende unas células que 
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no se han puesto en contacto con un virus, sea cual sea, pero también las células infectadas por un virus, en 
particular un retrovirus, cuyos co-receptores celulares son presentados por las células de prueba pero son distintos 
del primer co-receptor o del por lo menos otro co-receptor utilizado por el virus para entrar en la célula de prueba en 
los métodos según la invención. Por ejemplo, este virus puede ser un virus VIH pseudotipado por una envoltura 
anfotrópica de tipo VSV o el virus PFV-1. 5 
 
Por ejemplo, si la expresión de un miARN o de uno de sus ARNm diana es aumentada cuando tiene lugar una 
infección con un primer virus VIH que utiliza el co-receptor CXCR4 en unas células Jurkat-CCR5 (que expresa 
CXCR4 y CCR5) con respecto a la expresión del miARN o de uno de sus ARNm diana en unas células jurkat-CCR5 
no infectadas y si la expresión de este miARN o de uno de sus ARNm diana no es aumentada cuando tiene lugar 10 
una infección con un segundo virus VIH que utiliza el co-receptor CCR5 en unas células Jurkat-CCR5 con respecto a 
la expresión del miARN o de uno de sus ARNm diana en las células Jurkat-CCR5 no infectadas, entonces el 
aumento de la expresión de dicho miARN o de dicho ARNm diana es específico de la utilización del receptor CXCR4 
por el virus VIH. 
 15 
La presente invención puede referirse también a un método in vitro de identificación de microARN o de sus ARNm 
diana cuya expresión, cuando tiene lugar la infección de células por un virus que utiliza un receptor y por lo menos 
un co-receptor celular para entrar en la célula, está específicamente modificada en función del co-receptor celular 
utilizado por el virus para su entrada en las células, que comprende: 
 20 

i)  determinar los niveles de expresión de microARN en una célula de prueba, que expresa el receptor, un primer 
co-receptor y por lo menos otro co-receptor, después de la infección respectivamente por un primer virus que 
utiliza el primer co-receptor y por lo menos por otro virus que utiliza otro co-receptor; 

 
ii)  comparar los niveles de expresión de los micro-ADN así determinados; 25 
 
iii)  identificar los microARN cuya modificación del nivel de expresión es específica de la utilización de un co-

receptor. 
 
Los niveles de expresión de los microARN o de sus ARNm diana así medidos en una célula de prueba después de 30 
la infección, respectivamente, por un virus que utiliza un primer co-receptor y por lo menos otro virus que utiliza otro 
co-receptor pueden entonces ser comparados directamente entre sí. Esta comparación permite entonces identificar 
los microARN o sus ARNm diana cuya modificación de la expresión es específica de la utilización del primer co-
receptor o del por lo menos otro co-receptor por el virus. 
 35 
Los métodos según la invención pueden también comprender una etapa suplementaria que permite identificar los 
ARNm diana de los micro-ARN característicos así identificados, cuya modificación del nivel de expresión es 
específica de la utilización de un co-receptor por un virus para entrar en una célula. Las dianas de los miARN 
pueden estar identificadas en unas bases de datos, en particular miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/ y en 
particular descrito en Griffiths-Jones et al. (2008) Nucleic Acids Res 36, Griffiths-Jones et al. (2006) Nucleic Acids 40 
Res 34, Griffiths-Jones et al. (2004) Nucleic Acids Research 32) y TargetScan (http://www.targetscan.org/ y en 
particular descrito en Lewis et al. (2005) Cell 120: 15-20, Grimson et al. (2007) Molecular Cell 27: 91-105, Friedman 
et al. (2009) Genome Research 19: 92-105). 
 
La expresión “muestra del paciente susceptible de comprender el virus VIH” comprende todos los líquidos o tejidos 45 
biológicos que provienen de un paciente y que puede contener unos virus como por ejemplo, la sangre periférica, las 
mucosas genitales, los tejidos linfoides, el líquido cefalorraquídeo, la placenta o la leche materna. La muestra puede 
ser puesta directamente en contacto con las células de prueba. Preferentemente, los virus son extraídos de la 
muestra antes del contacto con las células hospedantes. Por ejemplo, los virus de los pacientes pueden proceder de 
aislados primarios procedentes de una muestra biológica y ser obtenidos mediante cualquier método conocido por el 50 
experto en la materia, por ejemplo, el aislamiento de los virus VIH puede efectuarse por co-cultivo de los linfocitos de 
pacientes infectados por el VIH con unos linfocitos de donantes seronegativos para el VIH, en particular según la 
técnica descrita por Barre-Sinoussi et al. ((1983) Science 220(4599):868-71). La sangre periférica de un paciente 
infectado por el virus VIH puede también ser tratado para separar el plasma de las células (como se describe en 
particular por Fang et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:12110-4). 55 
 
Con el fin de elaborar el método de identificación de un co-receptor celular utilizado por un virus que utiliza un 
receptor celular y por lo menos un co-receptor celular para entrar en una célula en un paciente, se mide el nivel de 
expresión de por lo menos un miARN y/o de por lo menos un ARNm diana de este miARN. Preferentemente, este 
miARN y/o su ARNm diana se ha identificado por tener una modificación del nivel de expresión específica de la 60 
utilización por el virus de un co-receptor. Preferentemente, este miARN y/o su ARNm diana se identificará mediante 
un método según la invención. 
 
En particular, el método de identificación de virus en un paciente según la invención se puede utilizar para identificar 
unos virus que utilizan CXCR4 y/o CCR5. Preferentemente, este miARN y/o su ARNm diana se identificó entonces 65 
por tener una modificación del nivel de expresión específica de la utilización por el virus VIH del receptor CXCR4 y/o 
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CCR5. Preferentemente, este miARN y/o su ARNm diana se identificó mediante el método de identificación de 
miARN según la invención. 
 
Preferentemente, el método según la invención se aplica para identificar la presencia o la ausencia de virus que 
utiliza el co-receptor CXCR4 en un paciente. El método según la invención se puede aplicar también varias veces en 5 
muestras procedentes de un mismo paciente extraídas en diferentes momentos a lo largo del tiempo con el fin de 
identificar la aparición del virus utilizando el receptor CXCR4 y así seguir la evolución de la enfermedad en este 
paciente. 
 
El valor predeterminado puede ser un valor único como, por ejemplo, un nivel o una media de niveles de expresión 10 
de un miARN dado o de un ARNm diana dado. 
 
Por ejemplo, con el fin de identificar un virus que utiliza un co-receptor dado, el valor predeterminado puede ser el 
valor de la expresión de un miARN dado o de un ARNm diana dado en una célula que expresa este co-receptor e 
infectada por un virus de referencia conocido por utilizar este co-receptor para entrar en la célula. Por ejemplo, con 15 
el fin de identificar unos virus que utilizan CXCR4 y/o CCR5 en un paciente, el valor predeterminado puede ser el 
valor de la expresión de un miARN dado o de un ARNm diana dado en una célula que expresa CXCR4 o CCR5 
después de la infección con un virus VIH de referencia que utiliza CXCR4 o CCR5 para entrar en una célula. 
 
La comparación entre el valor de expresión obtenido y el valor predeterminado permite determinar si el virus 20 
estudiado utiliza o no el mismo co-receptor que el virus de referencia para entrar en las células. Por ejemplo, si el 
valor obtenido es próximo al valor predeterminado, es posible deducir que un co-receptor utilizado por el virus 
ensayado sea idéntico al utilizado por el virus de referencia para entrar en las células. Por valor próximo se entiende, 
preferentemente unos valores que no difieren de más del 50%, 40%, 30%, 20% o 10% y aún más preferentemente 
de menos del 5%. 25 
 
El valor de referencia puede también ser, por ejemplo, el valor de la expresión de un miARN dado o de un ARNm 
diana dado en una célula no infectada y por lo tanto en ausencia de infección por el virus del paciente. 
Preferentemente, se habrá demostrado entonces previamente que la expresión de dicho miARN o de dicho ARNm 
diana se modula, aumenta o disminuye, de manera específica después de la infección de la célula con un virus de 30 
referencia que utiliza un co-receptor dado con respecto a la expresión en una célula no infectada. El aumento o la 
disminución del valor de expresión de un miARN o de un ARNm diana de la misma naturaleza que la determinada 
anteriormente indica entonces una utilización de un mismo co-receptor por los virus. Por expresión aumentada o 
disminuida de la misma naturaleza, se entienden preferentemente unos valores de log2 de la relación (expresión de 
dicho miARN y/o de un ARNm diana en unas células infectadas/expresión de dicho miARN y/o de un ARNm diana 35 
en unas células no infectadas) del mismo signo (negativo o positivo, respectivamente). La etapa de comparación del 
nivel de expresión con un valor determinado (iii) en el método de identificación de un co-receptor utilizado por un 
virus de un paciente infectado según la invención es entonces preferentemente llevada a cabo determinando si el 
nivel de expresión de por lo menos un miARN y/o por lo menos un ARNm diana de un miARN aumenta o disminuye 
con respecto al nivel de expresión de por lo menos un miARN y/o de por lo menos un ARNm diana de un miARN en 40 
unas células de prueba no infectadas. 
 
Por ejemplo, la medición de la expresión de uno o más microARN o ARNm diana, cuya expresión se ha mostrado 
como específicamente modificada (aumentada o disminuida) por unos virus VIH de referencia utilizando el co-
receptor CXCR4, en unas células no infectadas puede ser comparada con unas mediciones de la expresión de 45 
dichos microARN o ARNm diana en unas células después de la infección por unos virus de un paciente. En caso de 
ausencia de modulaciones predefinidas de algunos microARN, esta prueba identificará que CXCR4 no es un co-
receptor utilizado por un virus VIH del paciente. A la inversa, si se observan las modulaciones predefinidas (aumento 
o disminución), la prueba identificará que CXCR4 es un co-receptor utilizado por el virus VIH del paciente, se puede 
señalar que dicho virus puede ser un virus de doble tropismo por ejemplo, que puede utilizar CCR5 y CXCR4. 50 
 
El miARN cuya expresión está determinada puede ser, por ejemplo, seleccionado de entre el grupo constituido por 
hsa-miR-574-5p (en particular de SEC ID nº 31, ugagugugugugugugagugugu), hsa-miR-663 (en particular de SEC ID 
nº: 32, aggcggggcgccgcgggaccgc), hsa-miR-149* (en particular de SEC ID nº: 33, agggagggacgggggcugugc), hsa-
miR-575 (en particular de SEC ID nº: 34, gagccaguuggacaggagc), hsa-miR-638 (en particular de SEC ID nº: 35, 55 
agggaucgcgggcggguggcggccu), hsa-miR-181b (en particular de SEC ID nº: 36, aacauucauugcugucggugggu), hsa-
let-7g (en particular de SEC ID nº: 37, ugagguaguaguuuguacaguu), hsa-miR-30a (en particular de SEC ID nº: 38, 
uguaaacauccucgacuggaag), hsa-miR-148a (en particular de SEC ID nº: 39, ucagugcacuacagaacuuugu) y hsa-miR-
9* (en particular de SEC ID nº: 40, auaaagcuagauaaccgaaagu). Preferentemente, el miARN cuya expresión está 
determinada es hsa-miR-638. 60 
 
Los miARN cuya expresión está determinada pueden también ser unas variantes alélica o polimórfica de las SEC ID 
nº 31 a 40, así como unas secuencias ortólogas presentes en otras especies que derivan de los miARN de 
secuencia SEC ID nº 31 a 40 y que desempeña la misma función, en particular regulando la expresión de los 
mismos ARNm diana. Por ejemplo, estos miARN pueden derivar de los miARN de las secuencia SEC ID nº 31 a 40 65 
por una o más mutaciones de ácidos nucleicos. 
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El ARNm cuya expresión está determinada puede ser, por ejemplo, seleccionado de entre el grupo constituido por 
los ARNm diana de los miARN de las SEC ID nº 31 a 40 o por los miARN que derivan de ellas. En particular, los 
ARNm diana pueden ser identificados en unas bases de datos como ha descrito anteriormente. 
 5 
Por ejemplo, un aumento de la expresión de por lo menos un miARN seleccionado de entre el grupo que comprende 
hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149*, hsa-miR-575, hsa-miR-638 o una disminución de la expresión de por lo 
menos un microARN seleccionado de entre el grupo que comprende hsa-miR-181b, hsa-let-7g, hsa-miR-30a, hsa-
miR-148a y hsa-miR-9* indica que CXCR4 es un co-receptor utilizado por un virus VIH del paciente. Por el contrario, 
una ausencia de aumento de la expresión de por lo menos un miARN seleccionado de entre el grupo que 10 
comprende hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149*, hsa-miR-575, hsa-miR-638, o una ausencia de disminución 
de la expresión de por lo menos un microARN seleccionado de entre el grupo que comprende hsa-miR-181b, hsa-
let-7g, hsa-miR-30a, hsa-miR-148a y hsa-miR-9* indica que CXCR4 no es un co-receptor utilizado por un virus del 
paciente. 
 15 
Figura  
 

Figura 1: Expresión de hsa-miR-638 en respuesta a la infección por unos aislados primarios HIV-1 de tropismo 
CXCR4, CCR5 o de los virus de doble tropismo (dual). Unas células Jurkat-CCR5 son infectadas por 4 aislados 
DUAL (dual 1, dual 2, dual 3, dual 4), 4 aislados CXCR4 (X4 1, X4 2, X4 3, X4 4) y 3 aislados CCR5 (R5 1, R5 2, 20 
R5 3). Tres días después de la infección, las células son lisadas y los ARN son analizados por RT-qPCR dirigida 
contra el hsa-miR-638. La expresión de hsa-miR-638 en las células infectadas está normalizada por la expresión 
de células de control Jurkat R5 no infectadas (NI). 

 
Ejemplos 25 
 
Material y métodos 
 
Virus y líneas celulares 
 30 
Los virus utilizados en este estudio son los virus prototipos VIH-1 NL4.3 y VIH-2 ROD que utilizan ambos el co-
receptor CXCR4, el virus VIH-1 NLAD8 que utiliza el co-receptor CCR5 y unos virus procedentes de aislados 
primarios que utilizan el co-receptor CXCR4 (3 aislados denominados X4 1, X4 2, X4 3 y X4 4), que utiliza el co-
receptor CCR5 (3 aislados denominados R5 1, R5 2 y R5 3) o que puede utilizar los dos co-receptores CXCR4 y 
CCR5 (4 aislados denominados dual 1, dual 2, dual 3 y dual 4) así como otro retrovirus, el PFV-1, que no utiliza ni 35 
CD4, ni CXCR4 ni CCR5 para su entrada. 
 
Se utilizan las líneas celulares Jurkat y Jurkat-CCR5 que expresa CCR5 de manera estable. 
 
Infección 40 
 

-  infección por los virus prototipos 
 

Las células Jurkat y Jurkat-CCR5 se infectan durante 3 días por dos dosis infecciosas de VIH-1 NL4.3, VIH-2 
ROD con el fin de tener en cuenta unas modulaciones relacionadas con la multiplicidad de infección. Las 45 
células Jurkat-CCR5 se infectan durante 3 días por VIH-1 NLAD8 o PFV-1. 

 
-  infección por los virus procedentes de aislados primarios 

 
Las células Jurkat-CCR5 se infectan durante 3 días por los virus X4 1, X4 2, X4 3 y X4 4, R5 1, R5 2, R5 3, dual 1, 50 
dual 2, dual 3 o dual 4. Unas células Jurkat-CCR5 no infectadas se utilizan como control (NI). 
 
Análisis de la expresión de los microARN 
 

-  Análisis por chip micro-ARN 55 
 

Tres días después de la infección por los virus prototipos, se extraen los ARN y se someten a análisis por 
chip microARN (LC Sciences o Affymetrix). 

 
-  Análisis de la expresión de hsa-miR-638 por RT-PCR 60 
 

Tres días después de la infección por los virus procedentes de aislados primarios, las células son lisadas y la 
expresión de hsa-miR-368 se analiza por RT-qPCR. La expresión de hsa-miR-368 en las células infectadas 
se normaliza con respecto a la expresión de hsa-miR-368 en unas células control Jurkat-CCR5 no infectadas 
(NI). 65 
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Resultados 
 
Ejemplo 1: identificación de los micro-ARN 
 
Se han estudiado las modulaciones de la expresión de los microARN inducidas por los virus prototipos VIH-1 NL4.3 5 
y VIH-2 ROD, que utilizan ambos el co-receptor CXCR4. Con el fin de limitar las variaciones interindividuos y trabajar 
con una base genética idéntica (y por lo tanto un repertorio de microARN comparable), estas modulaciones se 
estudian al mismo tiempo cuando tiene lugar la infección de la línea celular Jurkat y de la línea Jurkat que expresa 
CCR5. Tres días después de la infección, los ARN de las células Jurkat se extraen y se someten a análisis por chip 
microARN. La tabla 1 muestra una subpoblación de microARN modulados al mismo tiempo por VIH-1 NL4.3 y VIH-2 10 
ROD. 
 
Tabla 1. Modulaciones significativas (p<0,01) del repertorio de microARN celulares inducidas cuando tiene lugar una 
infección por VIH-1 NL4.3 y VIH-2 ROD de células Jurkat y Jurkat-CCR5 a 1 y 100 TCID50. 
 15 

microARN cuya expresión aumenta cuando tiene lugar la infección por NL4.3 y ROD 
hsa-miR-574-5p hsa-miR-575 

hsa-miR-663 hsa-miR-638 
hsa-miR-149*  

 
microARN cuya expresión disminuye cuando tiene lugar la infección por NL4.3 y ROD 

hsa-miR-181b hsa-miR-374b 
hsa-let-7g hsa-miR-148a 

hsa-miR-26b hsa-miR-181d 
hsa-let-7c hsa-miR-9* 
hsa-miR-7 hsa-miR-98 

hsa-miR-30a hsa-let-7e 
hsa-miR-9  

 
La infección de células Jurkat-CCR5 por VIH-1 NLAD8 (de tropismo R5, Tabla 2) y por el retrovirus PFV-1 control 
que no utiliza ni CD4, ni CXCR4 ni CCR5 para su entrada conlleva también unas modulaciones de la expresión de 
microARN  20 
 
Tabla 2. Modulaciones significativas (p<0,01) del repertorio de microARN celulares inducidas cuando tiene lugar la 
infección VIH-1 NLAD8. 
 

microARN cuya expresión aumenta cuando tiene lugar la infección por NLAD8 
hsa-miR-19a hsa-miR-30b 
hsa-miR-19b hsa-miR-23b 
hsa-miR-30e hsa-miR-128 
hsa-miR-29a hsa-miR-106a 
hsa-miR-29c hsa-miR-15a 

hsa-miR-342-3p hsa-miR-17 
hsa-miR-30c hsa-miR-222 
hsa-miR-92b hsa-miR-30d 

hsa-miR-1280 hsa-miR-93 
hsa-miR-16 hsa-miR-150 

hsa-miR-18b hsa-let-7i 
hsa-miR-92a hsa-miR-25 
hsa-miR-18a hsa-miR-20b 

hsa-miR-106b hsa-let-7g 
hsa-miR-23a hsa-miR-191 
hsa-miR-20a  

 25 
microARN cuya expresión disminuye cuando tiene lugar la infección por NLAD8 

hsa-let-7d hsa-miR-923 
hsa-let-7a hsa-miR-374b 

hsa-miR-181b hsa-miR-342-5p 
hsa-miR-21 hsa-miR-181d 

hsa-miR-155 hsa-miR-638 
hsa-miR-26b hsa-let-7b 

hsa-miR-1826 hsa-miR-9 
hsa-miR-423-5p hsa-miR-575 

hsa-miR-7 hsa-miR-1246 
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microARN cuya expresión disminuye cuando tiene lugar la infección por NLAD8 
hsa-miR-320c hsa-miR-98 
hsa-miR-130b hsa-miR-149* 
hsa-miR-182 hsa-let-7e 

hsa-miR-320b hsa-miR-574-5p 
hsa-miR-320d hsa-miR-483-5p 

hsa-let-7c hsa-miR-375 
hsa-miR-1275 hsa-miR-936 
hsa-miR-320a  

 
Por comparación de estas tablas, se puede constatar que la expresión de nueve microARN disminuye 
sistemáticamente cuando tiene lugar la infección, sea cual sea el VIH y su tropismo (Tabla 3). La expresión de estos 
microARN no está afectada por la infección por PFV-1. 
 5 
Tabla 3. Modulaciones significativas (p<0,01) del repertorio de microARN celulares inducidas cuando tiene lugar la 
infección por NL4.3, ROD y NLAD8. 
 

microARN cuya expresión disminuye cuando tiene lugar la infección por NL4.3, ROD y NLAD8 
hsa-miR-181b hsa-miR-374b 
hsa-miR-26b hsa-miR-181d 

hsa-let-7c hsa-miR-98 
hsa-miR-7 hsa-let-7e 
hsa-miR-9  

 
Por otra parte, la expresión de 5 microARN aumenta cuando tiene lugar la infección por NL4.3 o ROD, pero no 10 
aumenta cuando tiene lugar la infección por NLAD8. Por último, la expresión de 4 microARN disminuye 
específicamente cuando tiene lugar la infección por NL4.3 o ROD pero no disminuye cuando tiene lugar la infección 
por NLAD8 (tabla 4). Ningún microARN cuya expresión aumenta o disminuye específicamente cuando tiene lugar la 
infección por NL4.3 o ROD está afectado cuando tiene lugar la infección por PFV-1. 
 15 
Tabla 4. Modulaciones significativas (p<0,01) del repertorio de microARN celulares inducidas específicamente 
cuando tiene lugar la infección por NL4.3 y ROD (Aumentada, microARN cuya expresión aumenta cuando tiene 
lugar la infección, disminuida: microARN cuya expresión disminuye cuando tiene lugar la infección). 
 

nombre del microARN infección por NL4.3 o ROD SEC ID nº 
hsa-miR-574-5p aumentada 33 

hsa-miR-663 aumentada 34 
hsa-miR-149* aumentada 35 
hsa-miR-575 aumentada 36 
hsa-miR-638 aumentada 37 

hsa-miR-181b disminuida 38 
hsa-let-7g disminuida 39 

hsa-miR-30a disminuida 40 
hsa-miR-148a disminuida 41 

hsa-miR-9* disminuida 42 
 20 
Estos resultados ilustran la importancia de las modulaciones del repertorio de microARN celulares inducidas por la 
entrada del virus. Estos análisis ponen también en evidencia la posibilidad, gracias a los métodos según la 
invención, de distinguir la utilización de un cierto tipo de co-receptor (en este caso CXCR4 o CCR5) por el VIH en 
base a cambios del repertorio celular de microARN. 
 25 
Ejemplo 2: 
 
Con el fin de validar los resultados así obtenidos, unas células Jurkat-CCR5 (que expresan al mismo tiempo el 
receptor CXCR4 y el receptor CCR5) se infectan por unos virus procedentes de aislados primarios que utilizan el co-
receptor CXCR4 (X4 1, X4 2, X4 3 y X4 4), que utiliza el co-receptor CCR5 (R5 1, R5 2 y R5 3) o que puede utilizar 30 
los dos co-receptores CXCR4 y CCR5 (dual 1, dual 2, dual 3 y dual 4). 
 
La expresión de hsa-miR-638 en las células infectadas o no infectadas (NI, control) se mide después de 3 días. 
Como se esperaba y como se indica en la figura 1, la expresión de hsa-miR-638 no se modifica en las células no 
infectadas. Esta expresión no se modifica tampoco estadísticamente en las células infectadas por unos virus que 35 
utilizan únicamente CCR5 como co-receptor para entrar en las células (R5 1, R5 2 y R5 3) (FIG. 1). Por el contrario, 
esta expresión aumenta significativamente en las células que han sido infectadas por un virus capaz de utilizar el co-
receptor CXCR4 para entrar en las células (X4 1, X4 2, X4 3, X4 4, dual 1, dual 2, dual 3 y dual 4) (FIG. 1). 
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Estos resultados indican que sólo una infección que hace intervenir el co-receptor CXCR4 provoca un aumento de la 
expresión de hsa-miR-638. 
 
Estos resultados confirman por lo tanto los datos obtenidos en el ejemplo 1 y demuestran, si fuese necesario, que el 5 
nivel de expresión de este micro-ARN en una célula infectada permite determinar el co-receptor utilizado por el virus 
para infectar esta célula, y permite por lo tanto identificar el tropismo de este virus. 
 
Listado de secuencias 
 10 
<110> Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS) 
 
<120> Identificación del tropismo celular de virus 
 
<130> BFF09P0281 15 
 
<160> 40 
 
<170> PatentIn versión 3.4 
 20 
<210> 1 
<211> 4320 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 25 
<220> 
<221> CDS 
<222> (1038)..(1052) 
 
<220> 30 
<221> CDS 
<222> (3185)..(4225) 
 
<400> 1  
 35 
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<210> 2 
<211> 352 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 2  
 

 10 
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<210> 3 
<211> 1560 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (358)..(1416) 10 
 
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 352 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4  
 

 10 
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<210> 5 
<211> 5160 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (4015)..(5082) 10 
 
<400> 5  
 

 
 15 
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<210> 31 
<211> 23 
<212> ARN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 31 
 
ugagugugug ugugugagug ugu  23 10 
 
<210> 32 
<211> 22 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 32 
 
aggcggggcg ccgcgggacc gc  22 
 20 
<210> 33 
<211> 21 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 33 
 
agggagggac gggggcugug c  21 
 
<210> 34 30 
<211> 19 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
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<400> 34 
 
gagccaguug gacaggagc  19 
 5 
<210> 35 
<211> 25 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 10 
<400> 35 
 
agggaucgcg ggcggguggc ggccu  25 
 
<210> 36 15 
<211> 23 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 36 20 
 
aacauucauu.gcugucggug ggu  23 
 
<210> 37 
<211> 22 25 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 37 
 30 
ugagguagua guuuguacag uu  22 
 
<210> 38 
<211> 22 
<212> ARN 35 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 38 
 
uguaaacauc cucgacugga ag  22 40 
 
<210> 39 
<211> 22 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 45 
 
<400> 39 
 
ucagugcacu acagaacuuu gu  22 
 50 
<210> 40 
<211> 22 
<212> ARN 
<213> Homo sapiens 
 55 
<400> 40 
 
auaaagcuag auaaccgaaa gu  22 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método in vitro de identificación de microARN, o de sus ARNm diana, cuya expresión, cuando tiene lugar la 
infección de células por un virus que utiliza un receptor celular y por lo menos un co-receptor celular para entrar en 
la célula, es modificada específicamente en función del co-receptor celular utilizado por el virus para su entrada en 5 
las células, que comprende: 
 

i)  determinar los niveles de expresión de microARN en una célula de prueba, que expresa un receptor, un 
primer co-receptor y por lo menos otro co-receptor, después de la infección respectivamente por un primer 
virus que utiliza el primer co-receptor y por lo menos por otro virus que utiliza otro co-receptor; 10 

 
ii)  identificar los microARN cuyo nivel de expresión es modulado cuando tiene lugar la infección por cada uno de 

los virus con respecto al nivel de expresión en unas células no infectadas; 
 
iii)  comparar los microARN así identificados; 15 
 
iv)  seleccionar los microARN cuya modificación del nivel de expresión es específica de la utilización de un co-

receptor; 
 
v) eventualmente identificar los ARNm diana de los micro-ARN así seleccionados. 20 

 
2. Método según la reivindicación 1, en el que la célula de prueba expresa un primer y un segundo co-receptores y 
es infectada por un primer virus que utiliza el primer co-receptor y un segundo virus que utiliza el segundo co-
receptor para entrar en la célula. 
 25 
3. Método según la reivindicación 1 o 2, en el que los virus son unos retrovirus. 
 
4. Método según una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los virus son unos virus VIH. 
 
5. Método según la reivindicación 4, en el que el co-receptor utilizado por uno de los virus VIH se selecciona de entre 30 
el grupo constituido por CXCR4, CCR5, CCR3, CCR2, CCR1, CCR4, CCR8, CCR9, CXCR2, STRL33, V28, gpr1, 
gpr15 y ChemR23. 
 
6. Método según la reivindicación 5, en el que el co-receptor utilizado por el primer virus VIH es CXCR4 y el co-
receptor utilizado por el segundo virus VIH es CCR5. 35 
 
7. Método según una de las reivindicaciones 4 a 6, en el que las células de prueba son las células Jurkat-CCR5. 
 
8. Método in vitro de identificación de un co-receptor celular utilizado por un virus que utiliza un receptor celular y por 
lo menos un co-receptor celular para entrar en una célula, en un paciente infectado por el virus, que comprende: 40 
 

i)  poner en contacto una muestra del paciente susceptible de contener el virus con una célula de prueba que 
expresa un receptor celular del virus y por lo menos un co-receptor celular del virus; 

 
ii)  determinar el nivel de expresión de por lo menos un miARN cuya expresión está específicamente modificada 45 

en función del co-receptor celular utilizado por el virus para su entrada en las células y/o de por lo menos un 
ARNm diana de dicho miARN en la célula de prueba; 

 
iii)  comparar el nivel de expresión con un valor predeterminado; 
 50 
iv)  deducir si el virus utiliza o no un co-receptor celular expresado por la célula de prueba. 

 
9. Método según la reivindicación 8, en el que el valor predeterminado es el nivel de expresión del miARN o del 
ARNm en una célula de prueba no infectada. 
 55 
10. Método según la reivindicación 8 o 9, en el que el virus es el virus VIH y en el que la célula de prueba expresa el 
receptor celular CD4. 
 
11. Método según la reivindicación 10, en el que la célula de prueba expresa un co-receptor celular seleccionado de 
entre el grupo constituido por CXCR4, CCR5, CCR3, CCR2, CCR1, CCR4, CCR8, CCR9, CXCR2, STRL33, V28, 60 
gpr1, gpr15 y ChemR23. 
 
12. Método según la reivindicación 10, en el que la célula de prueba expresa CXCR4. 
 
13. Método según una de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el microARN se selecciona de entre el grupo 65 
constituido por hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149*, hsa-miR-575, hsa-miR-638, hsa-miR-181b, hsa-let-7g, 
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hsa-miR-30a, hsa-miR-148a y hsa-miR-9*. 
 
14. Método según la reivindicación 13, en el que un aumento de la expresión de por lo menos un microARN 
seleccionado de entre el grupo que comprende hsa-miR574-5p, hsa-miR-663, hsa-miR-149*, hsa-miR-575, hsa-miR-
638 o una disminución de la expresión de por lo menos un microARN seleccionado de entre el grupo que comprende 5 
hsa-miR-181b, hsa-let-7g, hsa-miR-30a, hsa-miR-148a y hsa-miR-9* indica que CXCR4 es un co-receptor utilizado 
por el virus VIH. 
 
15. Método según una de las reivindicaciones 8 a 14, en el que el nivel de expresión de los microARN o la cantidad 
de ARNm se mide por RT-PCR o con la ayuda de un microchip. 10 
 
16. Método según una de las reivindicaciones 10 a 15, en el que las células de prueba se seleccionan de entre el 
grupo constituido por las células Jurkat y por las células Jurkat-CCR5. 
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