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INTRODUCCIÓN: 
El SIDA es causado por el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), el 

cual es un retrovirus perteneciente a la subfamilia Lentivirínae. Las caracteristicas 

particulares en la organización de su genoma lo hacen el retrovirus con mayor 

complejidad estructural y funcional que se ha descrito hasta ahora (1, 2). 

Los HIV tienen algunas propiedades que les confieren ventajas sobre otros 

patógenos en su capacidad para producir infección y daño en su hospedero, entre 

estas podemos mencionar: 

1) La propiedad de persistir como infección crónica. Estos virus introducen 

su material genético en las células a las cuales infectan y lo integran en el DNA 

genómico, permaneciendo ahi hasta la muerte de la célula. Esta caracteristica 

provee al virus con un medio de escape a la vigilancia inmune. 

2) Los HIV tienen el efecto de minar las funciones de defensa del organis­

mo, ya que infectan directamente a las células encargadas de producir una res­

puesta inmune ante las infecciones (linfocitos y macrófagos). Ya introducidos en 

estas células, los HIV hacen uso de por lo menos dos mecanismos para su des­

trucción: efecto citopático directo, que signific<i que el virus al reproducirse en la 

célula infectada la destruye, y un sistema indirecto, el cual permite que la vigilan­

cia inmune del organismo infectado sea dirigida hacia células que sin estar infec­

tadas, tengan adherido algún componente viral (por ejemplo gp120 soluble) y se­

an destruidas. 

3) Finalmente, su capacidad de variar antigénicamente. De hecho, en un 

individuo infectado existen muchos subtipos genéticos de HIV (quasi-especies). 

Esta gran plasticidad genética le permite su permanencia y diseminación en el 

organismo hospedero y la selección in vivo de clonas virales no reconocidas por 

el sistema inmune, de variantes con mayor velocidad de replicación, o que tengan 



un rango de células más amplio a las cuales pueden infectar y que estas sean 

más sensibles a su efecto citopático. 

1) Características generales del virus: 

Las partículas del HIV son de forma esférica y están formadas por una 

membrana lipídica de origen celular, que contiene dos proteínas virales asocia­

das; una glicoproteína externa (gp120) y una transmembranal (gp41). Por debajo 

de esta envoltura se encuentra una segunda capa proteica formada por la poli­

merización de monómeros de la proteína viral p17, dentro de la cual se encuentra 

la nucleocápside, constituida por la proteína p24 y dos moléculas de RNA viral, 

que son el material genético del virus. El RNA tiene asociadas moléculas de la 

e'nzima transcriptasa reversa (TR) (3,4). 

2) El genoma viral: 

El material genético del HIV está constituido por 2 moléculas de RNA, de 

cadena sencilla y con Ja misma polaridad que los RNA mensajeros (RNAMm), 

esto es que podría funcionar como RNAm para la síntesis de proteínas. Sin em­

bargo, durante el ciclo de replicación, la transcriptasa reversa se encarga de sin­

tetizar una molécula de DNA de doble cadena empleando el RNA viral como mol­

de. Este DNA recién sintetizado, al insertarse en el genoma de la célula constitu­

ye lo que se denomina provirus. 

El genoma del HIV comparte con todos los retrovirus la disposición básica 

de los genes para las proteínas estructurales: gag, poi y env. El provirus tiene en 

sus extremos unas secuencias llamadas "repetidos terminales largos" (L TR), que 

contienen elementos reguladores de la expresión viral como el promotor y se­

cuencias aumentadoras de la transcripción ("enhancers'). También se encuentran 

diversos sitios de reconocimiento para factores celulares como se observa en la 

figura 1 (5-12). 
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Figura 1. Estructura genética de los repetidos terminales largos del HIV-1. Se Indican las 
reglones que conforman el LTR¡ U3, R y U5 y la longitud en bases de cada una de estas. 
También esta señalado el sitio de Inicio de la transcripción (+1} y la secuencia diana para 
tat (TAR}. En la parte inferior se muestra la posición relativa de los sitios de reconocimiento 
para Jos diferentes factores celulares que se Indican, involucrados en la transcripción de 
los genes virales. 

Los L TR flanquean a los genes que codifican para las diferentes proteínas 

virales: gag (p17, p24 y p15), poi (p66/p51, p31) y env (gp120 y gp41) además de 

una proteasa codificada entre los genes gag y poi (13-17). 

A diferencia de otros retrovirus como el virus de la leucemia de murinos 

(MLV), en el cual solo se han descrito los genes gag, poi y env (2), el genoma del 

HIV codifica para al menos 6 productos proteicos reguladores: el gene tal, forma­

do por dos exones, codifica para una proteína de 86 aminoácidos, aunque el pro­

ducto de 72 aa, traducción del primer exon es completamente funcional (17). Tat 

es de localización nucleolar (18) y para ejercer su función requiere de una se­

cuencia diana, denominada TAR (por: trans-activating responsive), que se en­

cuentra en el LTR de las moléculas de RNA de origen viral (17, 19-25). El gene 

rev, también formado por dos exones y cuyo producto es una proteína de 27 kd de 

peso molecular, al igual que tal se localiza en el núcleo de la célula infectada y 

requiere de la secuencia diana RRE (de rev-responsive element), presente en el 

RNAm de las proteínas estructurales y de las accesorias para la morfogénesis 

viral (26-31). Aparte de estos dos genes, cuyos productos y sus funciones están 

más o menos bien caracterizadas (ver expresión del genoma viral), el HIV codifica 

para los genes: nef cuya expresión inhibe la replicación de algunas cepas virales; 

vif que es necesario para que el virión sea infeccioso; vpu que es necesario para 



el ensamblaje de las partículas virales y vpr que parece aumentar los niveles de 

producción de virus (32-37). 

Figura 2. Organización del genoma y estructura del HIV·1. En la parte superior se muestran 
los diferentes marcos de lectura y las proteínas originadas por cada uno de los genes del 
virus. En la parte Inferior 1 un esquema de la estructura del virlón señalando con flechas la 
localización de las diferentes proteínas estructurales. 

3) Variabilidad genómica: 

Poco después del inicio de la epidemia desatada a principios de los años 

80 se encontró que al ser cortado el DNA de los HIV aislados en diferentes luga­

res, con enzimas de restricción, presentaban patrones de corte diferentes, lo cual 

es un indicador de la variabilidad genética entre ellos (38-41). Mas adelante, es­

tudiando el genoma de diversos aislados virales con técnicas de clonación y se­

cuenciación, se demostró que cada virus aislado es claramente distinguible de 

cualquier otro, llegándose a encontrar hasta un 10% de diferencias en la secuen­

cia completa de nucleótidos entre 2 aislados (42). Para hacer mas complejo el 

panorama, pronto fue establecido que un individuo no esta infectado con un solo 

tipo viral, sino con una población heterogénea de variantes virales muy relaciona­

das genéticamente entre si, sumado al hecho de que estos virus evolucionan 

constantemente durante el curso de la infección (43). 



La alta variabilidad antigénica de los HIV es el reflejo de una gran plastici­

dad genética en este virus. Se ha reportado que la enzima viral transcriptasa re­

versa, tiene una frecuencia de mutación, durante la síntesis del DNA proviral, de 1 

error en 1700 a 1 en 4000 nucleótidos polimerizados y aún de 1 en 70 para algu­

nas regiones especialmente mutables ("hot spots'') (44, 45). Esto es, que teórica­

mente y en la realidad así parece ser, cada virus existente es genéticamente dis­

tinto de todos los demás. Aún cuando con esta elevada frecuencia de mutaciones, 

la probabilidad de obtener algunos virus deficientes {no infecciosos) es muy alta, 

muchas de las mutaciones no afectan negativamente la capacidad de reproduc­

ción del virus. Por el contrario, gracias a esta tasa de mutación emergen cepas de 

virus resistentes a las drogas antivirales, o virus que escapan a la vigilancia de un 

sistema inmune aún competente. 

Se ha encontrado variabilidad a lo largo de todo el genoma del HIV, sin 

embargo, la glicoproteína externa gp120 es la proteína viral que más variaciones 

presenta en su secuencia de aminoácidos {aa), entre diferentes aislados {tabla !). 

REGION HIV-1: USA/AFR H IV-1 /HIV-2 

LTR 85% 30-40% 

GAG 90% 58 % 

POL 95% 59% 

ENV 75-80% 42% 

gp120 75-80% 39% 

gp41 85% 45% 

3ENES ACCESORIOS 80-90% 45-55% 

Tabla l. Homologías en la secuencia de los HIV. Tomamos como ejemplos los casos extremos de 
divergencia, por un lado entre 2 HIV-1 de muy diferentes origenes (un virus africano confrontado 
conlra uno de Estados Unidos) y por otro la divergencia entre el HIV-1 y HIV-2. Se muestran los 
porcentajes de homología en la secuencia de aminoácidos, excepto en el LTR en donde es el por­
centaje de homología en nucleótidos. Se observa que la mayor variabilidad se presenta en las 
productos del gene env, principalmente en la gp120 (57, 58). 



4) Transmisión de la infección: 

Las vías de transmisión del HIV en esencia son 3 (46). La más frecuente 

es por contacto sexual con personas infectadas. Según datos de la Organización 

Mundial de la Salud el 90% de los casos mundiales son por esta vía. La probabi­

lidad de adquirir la infección por contacto sexual esta determinada por 3 factores: 

a) El número de eventos de exposición, según el cociente: N' de parejas/N' de 

relaciones (47-51). b) La probabilidad de que el contacto sexual se de con una 

persona infectada, que a su vez depende de la seroprevalencia en una región 

determinada (52). c) La probabilidad de adquirir la infección durante la actividad 

sexual, lo cual está determinado por factores propios del virus, por ejemplo la ca­

pacidad infecciosa de una cepa particular (40) y de factores biológicos del hos­

pedero como la edad, el estado de salud, si hay sangrado durante la relación, 

etc. (53-57). 

Se ha establecido que la presencia de lesiones en genitales, como las ori­

ginadas por otros patógenos de transmisión sexual (Sífilis, Herpes genital u 

otros), aumentan el riesgo de adquirir la infección por vía sexual. Sin embargo, el 

incremento que se ha observado en los casos de SIDA por transmisión heterose­

xual en individuos sin este tipo de enfermedades sugieren que el HIV puede tener 

acceso al cuerpo através de mucosas intactas. Esto es teóricamente posible, ya 

que en los epitelios, tanto de piel. como en las mucosas oral, gastrointestinal y de 

órganos sexuales se encuentran células de Langerhans, que son derivadas de 

leucocitos y se ha encontrado expresión del receptor CD4 en ellas, aunque en 

niveles bajos, comparado con linfocitos T4 y monocitos/macrófagos (58, 59). 

En el modelo de infección por el virus de inmunodeficiencia de simios (SIV) 

en macacos, se ha encontrado infección al aplicar virus en mucosa vaginal y ure­

tral de hembras y machos respectivamente. En estudios in v/tro se ha reportado 

que las células dendríticas, infectadas con cepas de laboratorio de HIV producen 

partículas virales sin sufrir efecto citopático. A las células de Langerhans, que son 

leucocitos maduros en los epitelios, se las conoce como células dendríticas pilo­

sas cuando migran hacia los nódulos linfáticos. Aquí se localizan en las áreas 



ricas en células T. Estos y muchos otros reportes permiten especular que las célu­

las de Langerhans de epitelios pueden ser las primeras en infectarse durante la 

transmistón sexual y, por su carácter migratorio, pueden diseminar Ja infección 

hacia Jos ganglios linfáticos en donde otras células, como Jos linfocitos T4, pue­

den tener contacto con el virus. 

La segunda vía de transmisión ·en importancia es el empleo de sangre, 

contaminada con virus, o derivados obtenidos de ella. En 1982 se reportaron ca­

sos de infecciones oportunistas e inmunosupresión en pacientes hemofilicos, y en 

un recién nacido que había recibido varias transfusiones (60). Posteriormente se 

reportaron otros casos de inmunodeficiencia asociados a transfusión sanguínea o 

por el empleo de hemoderivados contaminados. De ello se originó que desde 

1983 se han hecho esfuerzos por tener un control estricto del manejo de Jos ban­

cos de sangre, así como de la obtención de derivados sanguíneos no contamina· 

dos para tratar de erradicar Jos casos de SIDA asociados a transfusión sanguí­

nea. En este tipo de transmisión, el virus como partícula libre, o bien, las células 

infectadas de Ja unidad de sangre empleada, tienen acceso directo a otras células 

del hospedero. 

La tercera vía de infección involucra Ja transmisión vertical del virus de una 

madre infectada a su hijo; ya sea durante Ja gestación, al momento del parto o 

durante Ja Jactancia (61-65). Los reportes señalan rangos de transmisión que van 

desde un 11% a un 60%, en recién nacidos de madres infectadas. Aunque Jos 

mecanismos no se conocen, hay evidencia de que la infección puede ocurrir in 

utero, ya que se ha encontrado genoma integrado en tejidos placentarios y en el 

feto; durante el parto, ya que en ocasiones no es posible aislar virus de cordón 

umbilical, sin embargo sí se le obtiene en bebes 1 mes después del nacimiento, o 

bien durante Ja Jactancia, en el caso de que la madre pase por un estado de vi· 

remia elevada durante las primeras semanas después del parto (66, 67). 

El análisis de tendencias de casos de SIDA de acuerdo a las diferentes 

vías de transmisión en México, de 1983 a 1994, se muestra en Ja figura 3. Aún 

cuando se observó un incremento en el porcentaje de individuos infectados por 



vía sanguínea en los primeros 4 años en que hubo registro, este incremento se 

debió a la aparición de casos de SIDA en personas que fueron infectadas antes 

de establecerse la reglamentación correspondiente para el control de las dona­

ciones de sangre. Desde 1991 comenzó a observarse un descenso en el porcen­

taje de infectados por esta via, aunque deberán pasar algunos años más para que 

podamos notar el efecto importante de la reglamentación y control de las dona­

ciones de sangre, en el abatimiento de la infección por transfusiones sanguíneas. 

Por otro lado, aunque la transmisión por vía sexual se ha mantenido alrededor de 

un 70% de los casos reportados, si consideramos las diferentes modalidades de 

la transmisión sexual por separado encontramos que la transmisión heterosexual 

ha aumentado de manera muy importante, lo cual ha determinado que la relación 

hombres/mujeres infectados haya pasado de 1 :25 en 1988 a aproximadamente 

1:6 en 1993. Este aumento en la transmisión heterosexual, también ha determina­

do el incremento en el porcentaje de casos de SIDA perinatales, que ha cambiado 

de 0.6% a 1.4% en 7 años (68-74). 

5) El Ciclo infeccioso: 

Las manifestaciones de la infección por el HIV que se observan en un indi­

viduo, son el resultado de las alteraciones que provoca el virus en las células 

susceptibles de infectarse y las alteraciones que surgen en otras células por me­

diación de los productos del virus y de las células infectadas. Entender que es lo 

.que sucede dentro de una célula infectada puede ayudar a explicar la consecuen­

te inmunodeficiencia en el paciente. 

El ciclo infeccioso comienza con la exposición del individuo al agente etio­

lógico. Una célula puede infectarse por dos mecanismos diferentes; ya sea con 

una partícula viral libre o por el contacto con una célula ya infectada. La alta afini­

dad de la proteína gp120 por la proteína CD4 de la superficie celular, determina el 

tropismo preferencial del HIV hacia células con este marcador. Los linfocitos T 

ayudadores presentan una gran cantidad de este marcador, por lo cual son las 

células que tienen mayor probabilidad de ser infectadas (75-78). 
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Por cualesquiera de las vías de transmisión, el HIV entra al torrente san­

guíneo en donde puede encontrarse con una célula CD4+ y por la interacción en­

tre la proteína gp120 y el receptor CD4, el virus queda unido a la superficie. Más 

tarde, probablemente mediante la fusión de las membranas viral y celular, la nu­

cleocápside penetra al citoplasma (79-81 ), en donde se desintegra y son libera­

dos el RNA viral y las enzimas transcriptasa reversa (TR) e integrasa. Utilizando 

factores celulares, la TR se encarga de copiar la secuencia de nucleótidos del 

RNA viral, para sintetizar un genoma de DNA de doble cadena. El proceso de la 

transcripción reversa involucra al menos 3 diferentes actividades realizadas por 

una misma entidad proteica: la sintesis de DNA dependiente de un molde de 

RNA; la degradación de la hebra de RNA original y la síntesis de la cadena de 

DNA complementaria. Después de esto, la integrasa realiza cortes en el DNA viral 

y celular para permitir que el genoma del provirus sea integrado al de la célula, 

quedando esta permanentemente infectada (82-84). 

Una célula infectada puede permanecer en un estado latente por un tiempo 

indefinido, durante el cual el virus se expresa en niveles muy bajos (85), o pasar a 

un estado de expresión activa del virus. Para la transición de un estado de laten­

cia a otro de expresión activa del virus pueden actuar diversos factores, los cua­

les pueden ser: virales, como la aparición de variantes más patógenas; condicio­

nes del hospedero, por ejemplo su estado inmunocompetente, ó estímulos exter­

nos, como la infección con otros patógenos (86). 

6) Expresión del genoma viral: 

El HIV es un retrovirus muy complejo en su estructura, organización y en 

los mecanismos de expresión de su genoma. Durante la infección se pueden de­

finir dos etapas por la expresión diferencial de sus genes (Fig. 4). En la fase tem­

prana predominan en el citoplasma RNAm pequeños, de aproximadamente 2 kb, 

producidos por varios eventos de edición en moléculas de tamaño genómico y 

que permiten la síntesis de las proteínas reguladoras tat, rev y nef. Un gran núme-

10 



ro de trabajos han revelado que las proteínas tat y rev tienen un papel importante 

en la regulación de las dos fases de la expresión viral (2, 17, 19, 87-89). 

La proteína tat, de 14 kd de peso, tiene una región que potencialmente 

permite la interacción con ácidos nucleicos, además de una secuencia que de­

termina su localización en el núcleo. Su función depende de la secuencia diana 

"TAR" presente en el L TR, aunque se desconoce el mecanismo exacto. Algunos 

trabajos señalan que puede aumentar el inicio de la transcripción mediante su 

interacción con el promotor y/o con factores celulares. Otros dan evidencia de que 

podría estar involucrada en estabilizar el alargamiento de la cadena de RNA, que 

de otra manera es interrumpida tempranamente originando transcritos incomple­

tos no funcionales (2, 17, 90, 91 ). 

El producto de la expresión del gene rev es una proteína de 27 kd. Esta se 

localiza en el núcleo de la célula infectada y al igual que tal, requiere de una se­

cuencia diana denominada RRE, la cual se encuentra en los RNAm de 4.5 y 9.7 

kb para la proteinas estructurales y en los de 2 kb de los cuales se sintetizan las 

proteínas vif, vpu y vpr (26, 27, 92, 93). A la proteína rev se le atribuye la función 

de transportar fuera del núcleo los transcritos que contengan la secuencia RRE, 

para su traducción. Además, se ha encontrado que los RNAm que tienen la se­

cuencia diana para RRE tienen una vida media mas larga si también se encuentra 

presente rev (26, 28-30, 93). 

La activación de la división en las células infectadas y la presencia de nive­

les elevados de rev provocan un cambio en los tipos de RNAm que llegan al cito­

plasma para la traducción, encontrándose principalmente RNAm para la síntesis 

de las proteínas estructurales y de aquellas que son necesarias para la morfogé­

nesis de los nuevos viriones, lo cual desencadena la expresión tardía del HIV (87, 

93, 94). Durante esta fase hay un aumento en los niveles citoplásmicos del RNAm 

de 4.5 kb, del cual se sintetizan las proteínas del gene env y de 9.7 kb que codifi­

ca para las proteínas de los genes gag y poi, además del RNA genómico. 

Del transcrito de 4.5 kb se sintetiza el precursor (gp160) para las proteínas 

de envoltura, el cual es glicosilado en el aparato de Golgi y después de su ruptura 
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proteolítica en gp120 y gp41, ambas proteínas son transportadas a la membrana 

de la célula Infectada (95). Del transcrito de tamaño genórnico se sintetizan las 

proteínas de la nucleocápside y las enzimas virales. Este transcrito se traduce 

corno un precursor de 180 kd, el cual contiene ácido mirística en su extremo ami­

no, que le permite unirse a la cara interna de la membrana celular. Mientras está 

anclado a ésta, el plegamiento del precursor permite la maduración de la proteasa 

codificada entre gag-poi, la cual realiza su propio procesamiento (auto catálisis) 

así corno el de las proteínas de la nucleocápside. Ello determina la maduración de 

las proteínas; p17 que queda unida a la cara interna de la membrana formando la 

matriz del virión, p24 cuyos rnonórneros forman la nucleocápside viral y la ruptura 

de p15 en p7 y p9 que se asocian a dos cadenas de RNA de 9.3 kb y que son 

acarreadas junto con moléculas de transcriptasa reversa e integrasa hacia el vi­

rión, el cual emerge de la célula por gemación (95). 

adquisición 
del virus 

unlOn 
al C04 

fi.z::J6n d~ 
membrana• 

1 nuevos viriones) 

Figura 4 .. Ciclo viral. Después del encuentro entre una partícula viral y una célula suscepti­
ble, y mediante la Interacción entre gp120 y et receptor CD4, las membranas de ambas enti­
dades se fusionan. Dentro de la célula se ocurre la transcripción del RNA viral a DNA, el 
cual se Integra al genoma celular. Durante la fase temprana de la expresión del virus solo 
se producen las proteínas reguladoras y en la fase tardía se construyen los nuevos vlrlo­
nes, mediante la síntesis y el ensamblaje de las proteínas estructurales y las enzimas vira~ 
les. 
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7) Alteraciones Inmunológicas por el HIV-1: 

Ante cualquier reto antigénico, en el organismo se activa la respuesta in­

mune, la cual consta de dos componentes que actúan de manera coordinada para 

la eliminación de una infección; la respuesta humoral, mediada por la activación 

de células plasmáticas para la producción de anticuerpos (inmunoglobulinas) 

contra los diferentes epitopos antigénicos del agente infeccioso y la respuesta 

celular, que involucra: la activación de células citotóxicas (particularmente linfoci­

tos con el receptor CDB que se encargan de la lisis de células infecladas, de célu­

las cancerosas y células extrañas al organismo); la activación de células presen­

tadoras de antigenos (principalmente monocitos y macrófagos o células derivadas 

de estos); la activación de células ayudadoras que participan en la coordinación 

de toda la respuesta inmune y la activación de células supresoras que intervienen 

terminando esta respuesta cuando ya se ha eliminado una infección. 

Una de las primeras observaciones clínicas de la infección por el HIV-1 fue 

la disminución del número de linfocitos T4 en los pacientes con SIDA. Ello, ade­

más de que en cultivo el HIV infecta y destruye células con este marcador en su 

superficie, pusieron a los linfocitos T4 cooperadores/inductores como el principal 

grupo de células atacadas por el virus (97-99). 

La destrucción de los linfocitos T 4 por el virus puede explicar en parte la 

disfunción global del sistema inmune. Sin embargo, en algunos pacientes se ob­

servan anormalidades inmunológicas aún teniendo un número normal de linfocitos 

T4, lo cual sugiere que el fallo en el sistema inmune no puede ser explicado úni­

camenle por la destrucción celular (99). Entre los mecanismos que pueden parti­

cipar en la alteración de las funciones inmunológicas sin que ocurra la muerte 

celular encontramos: 

a) Inhibición por la gp120 de la unión del receptor CD4 con sus ligandos naturales, 

los antígenos mayores de histocompatibilidad clase 11 (MHC-11) (100). 

b) Supresión de las funciones de la célula T4 por anticuerpos anti gp41 que reac­

cionan de manera cruzada con los antígenos MHC-11 (101). 
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c) Inhibición de la respuesta de proliferación de los linfocitos, por 1.as proteínas 

virales gp120, gp41, y tat (102-104). 

d) Regulación negativa de la expresión del receptor CD4 por su unión irifracelular 

a gp160 (105, 106). 

e) Regulación negativa de los antigenos MHC (107). 

f) Infección por HIV de células presentadoras de antígeno (108 citado en 143). 

g) Producción de autoanticuerpos. 

h) Disfunción de células no infectadas. 

8) Importancia de la respuesta humoral: 

Entre los diferentes tipos de anticuerpos que se producen durante una in­

fección viral, algunos tienen capacidad neutralizante, ya que son dirigidos contra 

epitopos que participan de manera importante en los distintos procesos del ciclo 

infeccioso. Así, se pueden encontrar anticuerpos que impiden el reconocimiento 

entre una partícula infecciosa y una célula susceptible. Otros actúan evitando la 

internalización del material genético y las enzimas virales al interior de la célula, 

al bloquear ya sea la endocitosis mediada por receptor en el caso de que el virus 

entre por esta vía, o impidiendo el proceso de fusión de membranas entre el virus 

y la célula como en el caso de la infección por el HIV. Clínicamente, es muy im­

portante la producción de anticuerpos neutralizantes, ya que estos pueden confe­

rir protección contra las infecciones virales. 

En la búsqueda de estrategias para el desarrollo de vacunas contra el HIV 

y para tener una mejor comprensión de la relación entre la respuesta humoral y el 

virus, se han realizado un gran número de estudios sobre la capacidad neutrali­

zante de los sueros de inrlividuos infectados. Además, se han buscado los epito­

pos anligénicos del virus que inducen la producción de estos anticuerpos. 

En los individuos seroposilivos se detectan anticuerpos contra las enzimas 

virales p66/51 (transcriptasa reversa) y p31 (integrasa) que debieran tener activi­

dad neutralizante, sin embargo, dichos anticuerpos no afectan la capacidad infec­

tante del virus, probablemente debido a que tales enzimas ejercen su acción den-
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tro de Ja célula y quedan inaccesibles para ser inhibidas por estos anticuerpos. 

Los principales sitios antigénicos inductores de Ja respuesta neutralizante se han 

encontrado en Jos productos del gene env. Diferenles reportes señalan Ja exis­

tencia de epítopos de neutralización en Ja proteína gp41 (109, 110), principalmen­

te contra el dominio amino-terminal involucrado en la formación de sincicios, co­

nocido como dominio fusogénico (54, 110-112). 

Los principales epitopos inductores de respuesta neutralizante se han en­

contrado en Ja gp120. El sitio de unión de ésta proteína, con el receptor CD4 está 

formado por 3 regiones separadas en la secuencia primaria de aminoácidos (112, 

113). Los anticuerpos dirigidos contra estas regiones tienen actividad neutralizan­

te ya que impiden el anclaje de Ja partícula viral a la célula susceptible de ser in­

fectada, sin embargo, estos epítopos no son muy inmunogénicos debido a que en 

Ja conformación nativa de la proteína se encuentran ocultos (108-117). 

Los estudios de la homología entre secuencias de gp120 obtenidas de dife­

rentes aislados de HIV-1 revelaron Ja presencia de 4 regiones muy conservadas 

(C1-C4) intercaladas entre 5 regiones con alta variabilidad (V1-VS) (118). 

En 1987 se identificó al dominio principal de neutralización (DPN) del HIV-

1, el cual se localiza hacia el extremo carboxilo-terminal de gp120, en la región 

variable 3 (V3). Esta región, aunque presenta una alta variabilidad en su secuen­

cia de nucleótidos y aminoácidos, tiene una estructura terciaria conservada, en 

forma de asa, mantenida por puentes disulfuro y su tamaño es entre 34 y 36 ami­

noácidos de largo. En el centro de esta se localiza el tetrapéptido GPGR altamen­

te conservado entre diferentes aislados, el cual es Ja parte central del DPN. En 

estudios de predicción, se determinó que la estructura terciaria más probable para 

Ja región V3 es: Cys-hoja 11-vuelta tipo JI-hoja 11-helice u-Cys (119-121). 

Numerosos trabajos señalan. que esta región tiene una participación impor­

tante durante el ciclo infeccioso, por lo cual, anticuerpos dirigidos contra ella pre­

sentan actividad neutralizante. De estos estudios se desprende que V3 puede ser 

un epitopo de importancia para el desarrollo de vacunas que induzcan una buena 

respuesta de anticuerpos neutralizantes. 
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Mediante el empleo de péptidos sintéticos se determinó que la parte central 

del DPN (GPGR y aminoácidos adyacentes) induce anticuerpos grupo específico, 

capaces de neutralizar varias cepas virales. Por otro lado, las regiones interme­

dias entre el GPGR y cada cisteina inducen anticuerpos tipo específico, que neu­

tralizan solamente al virus inductor o cepas muy relacionadas a este (122, 123). 

Además, se ha encontrado que la región V3 también puede inducir respuesta de 

linfocitos T citotóxicos (124, 125). 

9) Importancia biológica de V3: 

Una forma de caracterizar a los diferentes aislados de HIV-1 es mediante el 

estudio de las propiedades biológicas de los virus en cultivos celulares. En base a 

la velocidad de crecimiento y al nivel de producción virales, se puede clasificar a 

los aislados en dos grupos: uno de crecimiento lento y de baja producción 

(lentos/bajos) y otro de crecimiento rápido y en altas cantidades (rápidos/altos). 

También se puede estudiar si inducen o no la formación de sincicios (inductores, 

no inductores) y su tropismo hacia células monocíticas o solo linfocíticas. Algunas 

propiedades biológicas recaen en la secuencia de aminoácidos de la región V3. 

Tal es el caso del tropismo por monocitos y la capacidad de inducir sincicios (126-

128). 

Al insertar la secuencia correspondiente a la región V3 de aislados con 

propiedades biológicas determinadas, en clonas moleculares de virus con carac­

terísticas distintas, y con la expresión de estos virus quiméricos, se obtienen ais­

lados con el fenotipo correspondiente a aquel del cual se tomó la secuencia V3 

(125, 129, 130). Cabe destacar, que estos estudios han permitido establecer que 

los aa en las posiciones 11 y 28 de V3 (según la secuencia consenso de LaRosa 

y colaboradores (131) son importantes en la determinación del fenotipo del aisla­

do viral; en donde los virus que presentan un aa con carga positiva en estas po­

siciones son inductores de sincicios y no infectan monocitos. 
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En un estudio realizado por Tersmette y colaboradores (132), obtuvieron 

virus a partir de muestras secuenciales de sangre, caracterizaron los aislados en 

cuanto a sus propiedades biológicas y posteriormente secuenciaron la región V3 

de los mismos, reportan que existe una asociación entre la capacidad de aislar 

virus inductores de sincicios y la progresión hacia el SIDA en los pacientes. Con 

esto se observó que conforme progresa la enfermedad se pueden aislar virus in­

ductores de sincicios que en las secuencias V3 tienen diferencias importantes con 

los virus no inductores, donde los aa 306 y 320 de la gp120 presentan carga po­

sitiva y corresponden a las posiciones 11 y 28 de la secuencia consenso. 

En vista de la importancia que tiene la región V3 como sitio estratégico pa­

ra el desarrollo de vacunas contra el HIV-1 debido a su capacidad de inducir anti­

cuerpos neutralizantes, a la alta variabilidad de esta región, y al hecho de que la 

secuencia de aminoácidos del DPN nos proporciona información sobre el fenotipo 

de los diferentes virus, consideramos de importancia la caracterización de la re­

gión V3 en los HIV-1 aislados de pacientes Mexicanos. 
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GENERALES: 

11 
OBJETIVOS: 

1. Estudiar la variabilidad de la región V3 de la proteína 
gp120 de HIV-1 aislados de pacientes mexicanos. 

2. Contribuir a la caracterizacion molecular de la epidemia 
de SIDA en México. 

PARTICULARES: 

1. Obtener la secuencia de aminoácidos del epitopo prin­
cipal de neutralización de aislados mexicanos de HIV-1. 

2. Comparar los niveles de variación entre nuestras se­
cuencias, y con otras secuencias reportadas. 
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III 

METO DOS: 

1) Obtencion de células mononucleares humanas: 

Las células mononucleares perifericas humanas (CMPH) se obtuvieron 

mediante centrifugación en gradientes de ficoll de la siguiente manera: 

-Se colocan 6 mi de medio de separación de linfocitos (Ficoll-Hypaque) en 

un tubo de centrifuga de 15 mi. La muestra de sangre con anticoagulante, se dilu­

ye con un volumen igual de solución salina de fosfatos (PBS) a pH 7.0. Sobre el 

ficoll se forma una capa con 9 mi de sangre diluida, cuidando de no romper la in­

terfase entre el ficoll y la muestra. 

-El tubo se centrifuga durante 30 minutos a 1500 r.p.m. y al final se debe 

observar un gradiente descendente de la siguiente manera: 

-Fase 1 plasma diluido 1 :1 con PBS. 
-Fase 2 CMPH. 
-Fase 3 Ficoll. 
-Fase 4 Eritrocitos. 

-El plasma se recupera en alicuotas que se congelan a -20ºC. 

-Con una pipeta estéril se toma la capa de CMPH, se añade a un tubo con 

5 mi de PBS y se centrifuga a 1500 r.p.m. por 5 minutos. Si no se forma un botón 

de células en el fondo del tubo, hay que diluir el exceso de ficoll con 5 mi más de 

PBS y repetir el proceso. Al observar el botón, se tira el sobrenadante y las célu­

las se resuspenden en medio RPMl-1640, con 20% de suero bovino fetal (SBF) y 

una mezcla (1%) de antiblóticos-antimicóticos. 
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2) Aislamiento primario por cocultivo: 

-Se establece un cocultivo de CMPH de pacientes, con CMPH de donado­

res sanos. Para ello se mezclan en un frasco de cultivo de 25 cm2, las CMPH de 

un paciente con las de un donador sano en proporción 1:1. Las CMPH del dona­

dor sano deben estar previamente estimuladas por 48 horas con fitohemaglutinina 

(5µg/ml) y tratadas 30 minutos con polibreno (5µg/ml). 

-Se agrega medio fresco (RPMl-1640, con 20% de SBF, 1% de antibióti­

cos-antimicóticos y 50 U/mi de lnterleucina-2 recombinante) dos veces por sema­

na. 

-Diariamente se observa al microscopio para determinar la aparición de 

efecto citopático y semanalmente se realizan ensayos para la detección de antí­

genos virales con un ELISA comercial, para monitorear la producción de virus. 

3) Aislamiento en líneas celulares: 

Una vez que un cultivo primario se considera positivo mediante la detec­

ción de antígenos virales en el medio de cultivo, se procede a establecer los ais­

lados en líneas celulares inmortalizadas. En el presente estudio se emplearon las 

líneas de origen tinfocitario Molt y SupT1. 

-Mezclar 3 x106 células de un cocultivo, con 1 x1 os células de la linea ele­

gida, en RPMl-1640 con 10% de SBF y 1% de antibióticos-antimicóticos. Las célu­

las se alimentan con medio fresco 2 veces por semana, hasta lograr un 90% de 

células infectadas, determinadas por ensayos de lnmunofluorescencia. 

4) Obtención del DNA: 

Las células de un cultivo infectado (1 x107 células) se cosechan por centri­

fugación a 1500 r.p.m. y se procesan de la siguiente manera: 

- Lavar 2-3 veces con 1 O mi de PBS, centrifugando 5 minutos a 1500 r.p.m. 

cada vez. Se tira el PBS y las células se resuspenden en 4 mi de Tris-CI 10 mM 
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pH7.4, EDTA 1 mM, NaCI 0.1 M, se agregan 50 µI de Proteinasa K (20mg/ml) y 

450 µI de Dodecil-Sulfato de Sodio (SOS 10%). 

- Incubar a 56ºC en baño María durante la noche. 

- Agregar 1 volumen igual de una mezcla 1 :1 de Fenal-Cloroformo, mezclar 

por agitación y centrifugar a 4000 r.p.m. 

- La fase superior (solución con DNA) se recupera, repitiendo el proceso de 

extracción 2 o 3 veces, hasta que la interfase quede transparente. 

- Recuperar el DNA en un tubo nuevo, se añade Acetato de Sodio (0.3 M 

concentración final) y 2 volúmenes de etanol absoluto. Mezclar por inversión. 

- Si se observan hebras de DNA, este se recupera por centrifugación a 

4000 r.p.m. durante 30 minutos, se tira el etanol, el botón de DNA se lava con 1 

mi de alcohol etilico al 70 %. Secar al aire y resuspender en 100-500 µI de H20 

desionizada estéril. 

- Si no se observan hebras de DNA, la muestra se incuba a -20ºC de 4 a 24 

horas y se recupera mediante el mismo proceso de centrifugación. 

5) Amplificación de la región V3: 

Los ensayos de PCR se realizaron utilizando como iniciadores los oligo­

nucleótidos; KSI 5' y KSI 3' descritos por Goudsmit y cols. (133). Las condiciones 

de reacción fueron: 1 µg de DNA problema en Tris-HCI 1 O mM pH 8.3; KCI 50 

mM; MgCl2 1.5 mM; dATP, dGTP, dCTP y dTTP 0.2 mM c/u; 50 pMoles de cada 

iniciador y 2.5 U de Taq-DNA polimerasa en un volumen final de 100 µl. Se efec­

tuaron 35 ciclos de amplificación a 95°C 1 minuto, 55°C 1 minuto y 72°C 2 minu­

tos. 

6) Purificación de productos amplificados por PCR: 

- Se prepara un gel de agarosa de bajo punto de fusión al 1.5% en amorti­

guador para electroforesis TAE (Tris-base 40 mM; Acetato de Sodio 20 mM; Acido 

Acético 29 mM; EDTA 2 mM). 
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- Una vez fundida, la agarosa se vacia en el formador de geles y se coloca 

un peine con el número adecuado de carriles para hacer pozos de 50 µI de capa­

cidad, dejar solidificar 

-A cada muestra de los ensayos de PCR se agrega 1/10 (10 µI) de volu­

men de colorante para muestras (gllcerol 50%; EDTA 100 mM; SOS 1%, Azul de 

bromofenol 0.1% y Xilen-Cianol 0.1%) y se utilizan 50 µI para llenar un pozo del 

gel. 

- Realizar la electroforesis a 80 V, con el gel sumergido en TAE con Bromu­

ro de etidio (0.5 µg/ml), durante el tiempo adecuado para separar la banda de 

DNA del producto de la amplificación, del DNA genómlco. 

- Observar el gel bajo iluminación con luz ultravioleta de longitud de onda 

larga. Se identifica el producto de amplificación comparando con la migración de 

un marcador de tamaño molecular de referencia y se corta el fragmento de agaro­

sa que contiene al producto correspondiente. 

- El fragmento se coloca en un tubo Eppendorf con 200 µI de agua bidesti­

lada (ddH20) y se calienta a 65'C por 5 minutos. 

- Enfriar a temperatura ambiente y agregar 300 µI de Fenol Mezclar por 

agitación y centrifugar a 12,000 r.p.m. durante 3 minutos. 

- Recuperar la fase superior (DNA en solución) en un tubo nuevo y añadir 

300 µI de una mezcla 1 :1 de Fenol-Cloroformo. Mezclar por agitación y repetir la 

centrifugación. 

- Recuperar la fase acuosa en un tubo con 300 µI de Cloroformo y repetir el 

proceso. 

- Tomar la fase acuosa, añadir 1/10 de volumen de Acetato de Sodio 3M 

pH 5.0 y 2 volúmenes de etanol absoluto fria (-20'C), incubar 30 minutos a -20'C 

y centrifugar a 12,000 r.p.m. durante 20 minutos, a 4'C. 

- Decantar el líquido y lavar la pastilla de DNA con 500 µde etanol al 70% 

frío, decantar de nuevo y secar al aire. El DNA se resuspende en 11 µI de Tris­

HCI 10 mM pH 7.4; EDTA 1 mM. 
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7) Cuantificación de productos de PCR: 

- Preparar un gel de agarosa (2.5%), con pozos de 5 µI de capacidad. 

- Colocar en un pozo 1µ1 de la solución de DNA obtenida por el método 

anterior, mezclado con 3 µI de H20 desionizada y 0.5 µI de colorante para mues­

tras. En dos carriles del gel se ponen 1.0 y 0.5 µI del estándar de tamaño molecu­

lar, que tiene una concentración conocida de DNA de cada una de las bandas de 

referencia. 

- Realizar la electroforesis en presencia de Bromuro de Etidio, a 100 V du­

rante el tiempo necesario para la separación de los fragmentos del estándar de 

tamaño molecular, observar el gel bajo iluminación con luz UV. 

- La cantidad aproximada de D NA en los productos amplificados, se obtie­

ne comparando visualmente la intensidad de la fluorescencia en cada muestra, 

con la banda de referencia del estándar. 

8) Secuenciación: 

La secuencia de la región V3 de los diferentes aislados de HIV-1 se obtuvo 

por el método de terminadores de cadena (144) utilizando [c:t-35SJ dATP como 

fuente de señal a detectar y con el estuche Sequen ase version 2.0 1 (USB). 

-Entre 150 y 200 ng de DNA de los productos de PCR, purificados y cuan­

tificados con los métodos descritos anteriormente, se someten a la reacción de 

secuenciación con un protocolo para obtener la secuencia de regiones cercanas 

al iniciador (como iniciador empleamos el oligonucleótido KSI 5' de los ensayos 

de PCR). El metodo es de la siguiente manera: 

1) Reacción de alineación: en un tubo eppendorf se mezcla el DNA (150-

200 ng en 7.5 µI) con 0.5 µI (5 pmoles) del iniciador y 2.0 µI de amortiguador para 

secuenciar• Incubar a 95°C, 2 minutos y colocar en baño de hielo. 

2) Reacción de marcaje: a la reacción anterior (1 O µI) se agrega 1.0 µI de 

Ditiotreitol (on¡•, 2.0 µI de mezcla de nucleotidos diluidos 1:10•, 0.5 µI (5.0 µCi) 

1 Los asteriscos indican los reactivos proporcionados por el estuche comercial de Sequenasa 
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de [cx-35S]dATP, 1.0 µI de Mn* y 2.0 µI de DNA polimerasa (sequenasa)* diluida 

1:8. Incubar a 20ºC, 2 minutos. Mientras tanto se preparan 4 tubos marcados; G, 

A, T, C. y se añaden 2.5 µI del dldeoxinucleótido trifosfato correspondiente a cada 

tubo. según la tabla: 

G A T e 
ddGTP* 2.5 

ddATP* 2.5 

ddTIP* 2.5 

ddCTP* 2.5 

3) Reacción de termino: añadir 3.5 µI de la reacción de marcaje a cada uno 

de los cuatro tubos que contienen dideoxinucleótidos y se incuba durante 5 minu­

tos a 37ºC. Para terminar la reacción se añaden 4 µI de solución de paro·. Las 

muestras se almacenan a -20ºC hasta realizar la electroforesis. 

9) Geles de secuenciación: 

- Se prepara un sandwich con un juego de cristales para geles de secuen­

ciación limpios, con separadores de 0.4 mm. Sellar con cinta plastica los lados y 

la parte inferior. 

- Preparar la solución de acrilamida para un gel al 6% según la receta: 

Urea (7.5 M final) 
Acrilamida/Bisacrilamida 
38/2% 
ddH20 
•TBE 10x 
Persulfato de Amonio 
(10%) 
TEMED 

30 g 

9.47 mi 
22.50 mi 
6.00 mi 

534 µI 
20 µI 

'TBE: Tris Base 54 O g; A Bórico 27.5 g; EDTA (0.5 mM pHB.O) 20 mi. Aforar a 500 mi con H20. 
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- Vaciar la solución entre los dos cristales y colocar el peine para formar 

una superficie lisa en la parte superior. 

- Dejar transcurrir la polimerización del gel por lo menos 2 horas y no más 

de 24 horas. 

- Antes de colocar las muestras para realizar la electroforesis, calentar el 

gel aplicando 1,500 V de corriente en el aparato de electroforesis durante 30 mi­

nutos. 

- Colocar el peine con el lado formador de carriles hacia el gel. 

- Calentar las muestras a 65ºC durante 5. Marcar en el cristal externo la 

posición en que se colocará cada una de las muestras. 

- Colocar 3 µI de muestra en cada carril del gel y realizar la electroforesis a 

1500 V durante el tiempo adecuado (hay que determinar por ensayo y error el 

tiempo de corrida). 

- Una vez terminada la electroforesis el gel se trata con una solución fijado­

ra (metanol 10%/Ac acético 10%) durante 15 minutos, se seca a 80'C con vacío, 

se expone con una placa para radiografía por lo menos durante 48 horas y se re­

vela. 

- La lectura de las secuencias se realiza visualmente y los resultados se 

procesan con programas de computación. 
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IV 

RESULTADOS: 

1) Identificación de los productos de PCR: 

Utilizamos el método de secuenciación directa de los productos de amplifi­

cación por PCR, correspondientes a la región V3 de la glicoproteína gp120 de 

distintos aislados de HIV-1 de origen mexicano. Se emplearon los oligonucleóti­

dos KS13'/KSl5' (133), los cuales fueron sintetizados por Abraham Landa en la 

Escuela de Salúd Pública de la Universidad de Harvard, en Boston. Este par de 

oligonucleótidos amplifica un segmento de 320 pares de bases, como se observa 

en la figura 5, el cual está i;.omprendido entre los nucleótidos 7011 al 7330 según 

la secuencia de la clona HXB2 del HTLVlllb/LAV (134). 

2 3 4 7 8 9 10 11 12 

Fig-ura 5. Ensayo de amplificación de la región V3. Carril 1) estandar de tamaño molecular. 
2) pBH10. 31 MXC14-1/M. 41 MXC23/S. 5) MXC20·1/S. 6) MXCZ0-1/M. 71 MXP42m/coc. 8) 
MXP42p/coc. 9 MXP4/M.10) MXP4/S. 11) MXPS/M.12) estandar de tamaño molecular. 



2) Generalidades de las secuencias obtenidas: 

Aplicando protocolos para obtener la secuencia de regiones cercanas al 

iniciador, se obtuvieron segmentos de entre 146 y 264 nucleótidos de largo, con 

una media de 217 pb. Los productos de la traducción tienen longitudes de 43 a 87 

aminoácidos, con una media de 71 residuos. En todos los casos se obtuvo la se­

cuencia completa de la región V3, entre las cisteínas 301 y 336 según la secuen­

cia del HTLVIUb/LAV y un mínimo de 11 residuos antes y 7 después de la misma. 

En la figura 6 se observa una autoradiografia con los resultados de un ensayo de 

secuenciación. 

·- ......... 
-~- -. . . ~- : .... 

-.. .. 

: . =_ .. 
:: 
:: 

1 
! 
¡-301 

1 

:"'.'..:.:~ 
..:!· . .;...~ --j - . 1 

. ""' --~:'~ ;;.~· ... ., 
_:_~~ .. ; _\....... -- .. -~ 

Figura 6. Ensayo de secuenclaclón de productos de PCR de la región V3. A la derecha de la 
tercera secuencia se muestra la traducción del segmento correspondiente a V3. 
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Como control en los ensayos de amplificación y secuenciación se utilizó 

una clona molecular del virus HTLV-lllb/l.AV, contenida en el plásmido pBH10. 

Este se obtuvo al insertar el genoma casi completo del HTLVlllb/LAV (menos 450 

pb del L TR 5') dentro del vector pSP64. El pBH1 O nos fue proporcionada por el 

Medical Research Council de Inglaterra. Los resultados obtenidos con nuestros 

aislados y con la cepa prototipo se compararon entre si y con las secuencias con­

senso de V3 reportadas para diferentes regiones geográficas, segun la base de 

datos de retrovirus (134). 

3) Nomenclatura de los aislados: 

Los aislados y variantes virales que se estudiaron fueron obtenidos de 

siete pacientes. diferentes: P4, P5, C20-1, C14-1, C23, P42m y P42p. 

P4 y P5 son pacientes hemofílicos. Los aislados, obtenidos por ce-cultivo 

en CMPH, fueron posteriormente establecidos en líneas celulares linfocitarias. De 

P4 se secuenciaron 2 variantes, establecidas en células Mol! (MXP4/M) y en célu­

las Sup T1 (MXP4/S) respectivamente, a partir del ca-cultivo original. De P5 se 

secuenció el cultivo establecido en células Mol! (MXP5/M). 

El aislado C20-1 proviene de un paciente infectado por vía sexual, aunque 

debe considerarse que a este paciente le transmitió el virus alguien infectado por 

transfusión sanguínea. En este caso se secuenció el DNA proveniente de las va­

riantes establecidas en células SupT1 (MXC20-1/S) y Mol! (MXC20-1/M). 

Los aislados C14-1 y C23 son de pacientes infectados por vía sanguinea. 

El de C14-1 se estableció en células Mol! (MXC14-1/M) y el de C23 en Sup T1 

(MXC23/S). 

Finalmente P42m y P42p son una pareja infectada. El paciente P42p se 

infecto por via sexual y transmitió heterosexualmente la infección a P42m. los vi­

rus secuenciados en este caso son aislados· primarios, todavía mantenidos en 

CMPH (MXP42m/coc y MXP42p/coc). 
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4) Alineacion de las secuencias: 

En la tabla 2 se presentan los resultados de la alineación de las secuencias 

de los 7 aislados obtenidas en este estudio. La comparación se realizó con el me­

nú CLUSTAL del programa PC-GENE (version 7.5). 

Tabla 2. Alineación de lrts secuencias de aminoácido:: de la región VJ de ros aislados mexi· 
canos, tomando como referencia Ja secuencia del prototipo HIV-1 1118/LAV (pBH10}. Las 
areas sombreadas indican aminoácidos similares al virus prototipo. 

Para fines prácticos, en el presente trabajo se numeraron del 1 al 38 los 

aminoácidos de V3 entre ambas cisteinas (panel 8). En la región anterior (panel 

A) utilizamos números negativos y en la posterior (panel C) números con signo 

positivo. 

En la parte amino terminal (A) encontramos algunas diferencias en ami­

noácidos al comparar contra el virus prototipo, sin embargo, podemos considerar 

a esta como una región semiconservada. 
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En la región carboxilo terminal (C), después de la segunda cisteína de V3 

se observa una mayor cantidad de diferencias en aminoácidos al comparar contra 

el prototipo, lo que nos indica que esta región es altamente variable en los HIV. 

Las longitudes en aminoácidos de la región V3 (B), encontradas para los 

aislados secuenciados son: 33 residuos en MXC14-1/M, 34 en MXP4/M, 35 en 

MXC20-1/S, MXC23/S y MXP42m/coc y 36 en MXP42p/coc y pBH10. 

En V3 encontramos 2 regiones muy conservadas: una en la parte amino­

terminal de V3, que involucra los aminoácidos CTRPNNNTRK. En esta zona, 

MXP4/M solamente tiene 2 cambios de aminoácidos: N-)0 y T -)1 en las posicio­

nes 7 y 8, mientras MXP5 tiene los cambios T -)V y T -)1 en 2 y 8 respectivamente. 

La segunda región conservada es la parte central de V3, con los aminoácidos 

GPGRA. Conforme nos desplazamos del extremo amino al extremo carboxilo, se 

observa un aumento en la variación de la secuencia de aminoácidos. Esto se ha­

ce evidente al graficar el n~mero de aislados con aminoácido diferente al prototi­

po en cada posición de V3 como se observa en la figura 7. 

123••••••mnnutt~~nm~~~~~~~~~~~~~~n~~~~~ 

Minoidcl:> (posiciái) 

Figura 7. Variabllldad de cada aminoácido de VJ en las secuencias del presente trabajo. Se 
graficó el número de aislados con aa diferente al virus lllB/LAV (pBH10) en cada posición. 
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5) Homologia en la region Y3: 

En la tabla 3 se presentan como porcentajes de similitud en aminoácidos, 

los resultados del análisis de la homologia en la región V3 entre las diferentes 

secuencias. Este se realizó con el menú PALIGN del PC-GENE, en el cual se 

comparan por parejas las diferentes secuencias entre sí y se registran los porcen­

tajes de similitud resultantes. 

Entre las secuencias de los aislados, los porcentajes de similitud van desde 

el 47% (MXP42p/MXP5) al 84.8% (MXC14-1/MXC23). Las similitudes más altas 

(>85%) se encontraron al comparar las secuencias de MXC14-1 y MXC23 con la 

del pBH10. En promedio la homología en esta región en los aislados mexicanos 

fue del 61.4%. 

MXC14-1 91.6 

MXC23 8S.7 84.8 

MXC20-1 74.3 7S.8 62.9 

MXP42m 71.4 72.7 71.4 68,6 

MXP42p 61.6 66.7 68.6 68.6 82.9 

MXP4/M S8,8 S1.S so.o S8.8 S2.9 so.o 
MXPS/M S2.9 48.S 50.0 so.o so.o 47.0 58.8 1 

pBH10 MXC14-1 MXC23 MXC20·1 MXP42m MXP42p 1 MXP4/M 1 

Tabla 3. Porcentajes de homología en la secuencia de aminoácidos de V3 entre los diferen­
tes aislados. 

6) Relaciones entre las secuencias Y3: 

Utilizando el menú CLUSTAL del PC-GENE, realizamos un análisis de las 

relaciones entre las secuencias de los virus mexicanos. Esto nos permitió la for­

mación de 3 grupos, dependiendo de las similitudes entre ellas. Por un lado, uno 

formado con la secuencia del pBH10 y las de los aislados MXC14-1/M y 

MXC23/S. En el segundo grupo están: MXC20-1/S; MXP42m/coc y MXP42p/coc, 

los tres son virus derivados de infecciónes por transmisión sexual. Al tercer grupo 
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pertenecen las secuencias de los dos virus aislados de pacientes hemofilicos; 

MXP4/M y MXPS/M (figura 8). 

~-------- MXP4/M 

Figura 8. Dendograma que muestra las relaciones entre las secuencias V3 de nuestro grupo 
de aislados. 

7) Comparacion con los genotipos mundiales: 

Los estudios de la filogenia de los distintos aislados virales reportados en 

la literatura, tanto para secuencias del gene gag, como para env, han revelado la 

existencia de por lo menos 6 genotipos a nivel mundial según la base de datos de 

retrovirus humanos (134). aunque el número de secuencias en cada genotipo es 

muy heterogeneo, ya que el subtipo B esta sobrerepresentado, debido a que en 

este subtipo se encuentran las secuencias de virus obtenidos en Europa y Esta­

dos Unidos, mientras que el número de secuencias de virus de otras regiones es 
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mucho menor. Los diferentes subtipos y el número de secuencias de cada uno de 

ellos son los siguientes: 

SUBTIPO N' DE SECUENCIAS ORIGEN 

A 71 Africa central y el Oeste de Africa 

B 186 América, Europa y Asia 

c 28 Sur de Africa, Africa central y la India 

o 64 Tailandia y Africa central 

E 42 Africa central 

F 19 Rumania y Brasil 

Cada subtipo esta formado por secuencias que presentan diferencias, a 

nivel nucleotídico, entre el 7 y el 20%. Entre dos subtipos, estas son del 20 al 

35%. Con las secuencias que tienen mayor porcentaje de diferencias y con las 

secuencias que caen entre 2 o más genotipos se ha formado el "Subtipo U", de 

virus "no clasificables" 

Aún con la llmitante de que el tamaño de las secuencias obtenidas en el 

presente estudio no es el óptimo para realizar estudios filogenéticos con alto indi­

ce de confiabilidad, se determinó a que subtipos de virus pertenecen las secuen­

cias V3 de estos aislados, considerando que algunos de los subtipos mundiales 

se definieron utilizando muy pocas secuencias. Los resultados de este análisis se 

presentan en el dendograma de la figura 9. 

Encontramos que el aislado MXC20-1/S esta relacionado al genotipo B, al 

cual pertenecen casi todos los HIV encontrados en América. Otros dos aislados; 

MXP42m/coc y MXP42p/coc, se distribuyeron entre los subtipos consenso. El 

MXP42m se colocó en una posición intermedia entre los genotipos D (Africa cen­

tral y Tailandia) y E (Africa central), mientras que MXP42p quedó cercano al ge­

notipo D. 

Las secuencias de los otros aislados MXC14-1/M, MXC23/S, que formaron 

un grupo con la del pBH10, así como las secuencias de MXP4/M, y MXPS/M en 
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otro grupo, se incluyen dentro de los denominados virus no clasificables (134), ya 

que no pudieron agruparse con ninguno de los genotipos consenso. 

A 

e 
i------ F 

~----8 

.:::.·.1...,--~-=-1 MXC20-1/S j 
1:--:-:~:.,-,,..:.~~~~...,c:..··.· E· 

1--.,-..,.,.....,..:,..~~':::::7~~=_;__-I MXP42m/coc 1 
¡..___:_.:__ _ _;__.:__.;.:_c__;__:.;;.:::.:..:;.;_:..:;.;___:__D 

1------''--""..'-:-'-""-'""'---''7---'---'--l MX P42p/coc 

PBH10 

,__-'--'-------i MXC 14-1 /M 
,__ _________ .....¡ MXC23/S 

,----------------IMXP5/M 

Figura 9. Dendograma que nos muestra como se ubican las secuencias V3 de los aislados 
mexicanos con respecto de las secuencias consenso de los distintos genotipos a nivel 
mundial. 

8) Heterogeneidad viral en los cultivos: 

En el aislamiento de HIV-1 de un paciente por el método de cocultivo, se 

obtiene una población heterogénea de virus, ya que un individuo no tiene un solo 

tipo viral, sino una mezcla. producto de la variabilidad característica de los retrovi­

rus. 

Al amplificar secuencias virales a partir del DNA de cultivos que contienen 

poblaciones mixtas de virus, esperamos tener representadas en el producto de 
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PCR las distintas variantes. En los ensayos de secuenciación directa de estos 

productos de PCR, es común encontrar bandas en más de un carril, en la misma 

posición en el gel de secuencia. La presencia de tales bandas refleja el nivel de 

heterogeneidad viral en cada cultivo. 

Se realizó un análisis de la presencia de secuencias alternativas a la se­

cuencia principal de cada aislado, registrando las bandas de menor intensidad 

que se presentaban en la misma posición a las de señal más intensa en la placa 

de autoradiografia, sustituyendo en la secuencia principal estas bases y realizan­

do la traducción. 

En la tabla 4 se presenta la alineación de la secuencias principal y alterna­

tiva de cada aislado. Este análisis permite observar que los cultivos están forma­

dos por poblaciones muy heterogéneas en cuanto a los provirus que contienen. 

Algunos de ellos podrian corresponder a provirus con genomas defectuosos, que 

no producirian virus infeccio.so, ya que en algunas secuencias alternativas encon­

tramos codones de término para la traducción en la fase de lectura. También, ob­

servamos que hacia la región carboxilo terminal es en donde se encuentra una 

mayor variación en aminoácidos entre las secuencias principal y alternativa. 

Ml(J'.l.M ~poi CTRPHHD\ KI RHI HI OPORAFYTI RNTONI RPYC 
e E • ' • • • • R T ••••••••• e 

MIP.'>M pn:i¡:ml CVRPHNDIKIRHIHIOPORAl'YR LLOVOVLPV 
·D···LS•WO•Y••••••YC 

pTIC'pol e T R p H N N T R K s 1 R 1 Q Ro p o R A , V T 1 o H M R Q AH e, 
C-··•···TRRR- 0 ?•••R•O-••••• 

MXCZ'0-1/S ~poi C T R P N N N T R K S 1 H 1 O P O R A W Y A T O Q 1 1 O D 1 R Q A H 'C 
e ..... - ... R • • R •••• H .5 ... L •• V •• 1 ••• e 

MU2:1/S pn:ipol e T R p H N N T R K o 1 R 1 Q Ro p'Q R A F V T 1 V K R o'y ¡e a AH e 
e ..... - . ? ••• KEE·•YY·•••••R·l?O•··C 

.IJl(PQrrlcoc ¡ri'dpol CTRPHNNTRKOI YI OPORAVYTTORI NRRYLLAHC 
""9!TllllN• C-. R• • 5-1?•• • R• •. ENSS• • • • • • • • 

~coc pWlpll CTRPHNNTRKOI YI OPORAVYTSWLVVTODI 1 LAHC 
R 00 T 0 MC0°YS 00 ••C•R••°C 

Tabla 4. Alineación de las secuencias principal y alternativa de cada aislado. Las dlferen- · 
clas entre ambas secuencias se señalan con la letra del aminoácido correspondiente y los 
codones de termino en fase con signo de interrogación. 
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Aparte de analizar la presencia de bandas alternativas en las secuencias, 

la heterogeneidad viral en estos cultivos se estudió por: 

a) Selección de virus en diferentes líne.as celulares. 

Después de realizar el aislamiento de virus del paciente P4 por cocultivo, 

se infectaron las líneas celulares SupT1 y Molt de manera independiente con la 

totalidad de los virus presentes en dicho cocultivo y se obtuvieron las variantes 

MXP4/S y MXP4/M del aislado. En la tabla 5 se presenta la alineación de las se­

cuencias de aminoácidos de V3, tanto principal como alternativa de las dos va­

riantes. Podemos observar que en la variante MXP4/M hay un cambio del segun­

do aminoácido, de Treonina por Ac. Glutámico (T ->E) en la secuencia principal 

respecto a la alternativa. Mientras que el aminoácido E, se encuentra en las se­

cuencias principal y alternativa de la variante en células Sup T1. Por otro lado, en 

la posición 23 encontramos otro cambio de aminoácido, treonina por alanina 

(T->A) en la secuencia principal de las variantes de P4. La T, que es principal en 

el cultvo en Molt, es alternativa en Sup T1. 

Estos resultados sugieren que en los cultivos existen poblaciones virales 

heterogéneas, las cuales pueden separarse dependiendo de su tropismo por dife­

rentes células. 

Tabla 5. Comparación de las secuencias principal y alternativa de V3 en las variantes 
MXP4/M y MXP4/S. Las regiones sombreadas indican los aminoácidos comunes a ambas 
secuencias principales. Las diferencias entre cada secuencia principal y su alternativa se 
indican con la letra del aminoilcido correspondiente. 

b) Clonación biológica de los virus presentes en un cultivo. 

Se obtuvieron distintas clonas biológicas por dilución limitante del cultivo 

de MXP4/S, produciéndose cultivos teóricamente derivados de una sota célula. 

Considerando que una célula se infecta con un solo virus, estos contendrían un 

solo tipo viral. Se extrajo DNA del cultivo original y de cada una de las clonas ob-
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tenidas, se realizaron ensayos de amplificación y se obtuvieron las secuencias de 

la región V3 de las variantes: MXP4/Son, MXP4/Sc·•' MXP4/S,,_2 y MXP4/Sc~· En Ja 

tabla 6 se hace una comparación de estas. Solamente en una de las clonas en­

contramos aminoácidos que se presentaron como alternativos en Ja secuencia del 

cultivo original. Como se puede observar, la secuencia de MXP4/Sc.2 tiene los 

aminoácidos lsoleucina (1) y Aspártico (D) en las posiciones 25 y 28 respectiva­

mente, mismos que se encuentran como alternativos en Ja secuencia del cultivo 

original. Por otro lado, podemos mencionar que existe mucha variación en V3 aún 

en las clonas, principalmente en la región carboxilo teminal. 

MXP41Sai 

MXP4/Sc.1 
MXP4/Scu 
MXP41Sa.3 

Tabla 6. Alineación de las secuencias VJ del aislado MXP4/S original y la de 3 clonas bio­
lógicas de este cultivo. De MXP4/S 0 n obtuvimos una secuencia principal y una alternativa, 
según se describió anteriormente, de las clonas una sola secuencia. Las áreas sombreadas 
indican aminoácidos comunes a todas las secuencias. 

c) Variación durante el tiempo de cultivo. 

Esta reportado que a lo largo del tiempo, Jos HIV evolucionan genotípica y 

fenotípicamente in vivo. Para probar si estos cambios también se producen en las 

variantes virales establecidas en cultivo, se determinó la secuencia de DNA a di· 

ferentes tiempos en el cultivo MXC20-1/S. De este aislado se tomaron células pa­

ra realizar extracción de DNA en 3 ocasiones, con 18 meses de tiempo transcurri­

do entre la primera y la última muestra (MXC20-1/S90, MXC20-1/S91 y MXC20-

1/S92). Además el virus que se producía en el cultivo en 1990 se empleó para 

infectar células de Ja línea Molt y obtener el aislado MXC20-11Moo, del cual tam­

bién se extrajo DNA y se realizaron ensayos para obtener la secuencia de V3. 

En la alineación de las secuencias V3, de tas variantes de este cultivo ob­

tenidas a Jo largo de 18 meses (tabla 7), se puede observar que Jos cambios du­

rante este tiempo son mínimos. En el cultivo establecido en células Sup T1, sola­

mente encontramos un aminoácido diferente, en Ja posición 25 (Q por K), entre Ja 
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secuencia de 1990 y la de 1991, cambio que se "revierte" en la secuencia de 

1992. 

Al establecer el virus en otra línea celular, se introduce un factor de selec­

ción importante, lo cual se refleja en un número mayor de cambios en V3, en los 

virus que crecen en estas células. Al comparar la secuencia del virus crecido en 

SupT1, contra la del de células Molt, encontramos que cambian 4 aminoácidos, 

los cambios son: S->R en posición 11; A-4V en 22; T -4K en 23 y H->D en 34. 

MXC201/590 
MXC201/S;1 
MXC201/Sn . 
MXC2011Mta 

Tabla 7. Comparación de las secuencias obtenidas del virus aislado del paciente C20-1 a lo 
largo de 18 meses de cultivo y en 2 lineas celulares. 

9) Determinantes antigenicos en las secuencias: 

Utilizando el menú ANTIGEN del PC GENE se realizó el análisis teórico de 

la presencia de determinantes antigénicos en estas secuencias. El análisis, desa­

rrollado por Hops y Woods (135), está basado en asignar un valor de hidrofilici­

dad a cada aminoácido, obteniénqose un valor promedio para hexapéptidos a to­

do lo largo de la secuencia. Los hexapéptidos de mayor valor se comparan con 

los de los sitios antigénicos de un grupo de 12 proteínas, determinados teórica y 

experimentalmente. Estos autores reportan que los índices de valor mayor en una 

secuencia problema correlacionan 100% con determinantes antigénicos conoci­

dos. El análisis con este programa nos permite obtener los 3 principales epítopos 

de una secuencia particular. Asumimos que los epítopos cuyo indice es mayor 

que 1.0 tienen una probabilidad del 100% de ser determinantes reales y en los 

epítopos con valor inferior a 1 esta probabilidad disminuye. 

En la tabla 8 se muestran los sitios antigénicos predecibles para las se­

cuencias del presente estudio. En ella se señalan con areas sombreadas las re­

giones cuyo índice de hidrofilicidad resultó mayor que 1.0, por lo cual pueden 
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considerarse epitopos reales. También se muestra una región en las variantes de 

MXP4 y·MXC20-1, alrededor de la primera Cisteina (aminoácidos enmarcados), 

con epitopos cuyo indice de hidrofilicidad es 0.97, suficientemente alto para con­

siderarlos con probabilidad de ser antigénicos. 

Antes de V3 (panel A), solamente encontramos un sitio antigénico en la 

secuencia de MXP4/Sc.i. entre los aminoácidos -18 a -13. En la región posterior a 

V3 (panel C) encontramos epitopos inmunogénicos en las secuencias de pBH1 O 

(+15 a +20), MXC20-1/S90 y MXC20-1/Moo (+29 a +34) y en MXP4/Sc., (+16 a 

+21). Dentro de V3 (panel B), el pBH10 y los aislados MXC14-1, MXC23, MXC20 

MXP42m y MXP42p comparten el epitopo NNTRK; pBH10, MXC14·1, MXC23 y 

MXC20 tlene.n el epitopo sobrelapado NNTRKS, y pBH10, MXC14·1, MXC23 un 

tercer epitopo sobrelapado con los anteriores, que es TRKSI R, además de el 

epitopo QRGPGR en la parte central de V3. 

De acuerdo a lo reportado en la literatura, V3 es un sitio inmunodominante. 

En este estudio encontramos que la mayoria de las secuencias presentan epíto­

pos antigénicos en esta región. Observamos que la zona entre la primera cisteína 

y la secuencia GPGRAF es muy inmunogénica ya que en ella, del total de 15 se­

cuencias, 14 tuvieron epitopos predecibles. 

Además de los sitios antigénicos con indices mayores a 1.0, con este aná­

lisis se obtuvieron una serie de probables epitopos antigénicos cuyos índices de 

hidrofilicidad resultaron de menor valor (0.65 a 0.97). Entre estos, se encontró 

una región (entre los aminoácidos -3 a 3) de las variantes de los aislados MXC20· 

1 y MXP4, que se observan como aminoacidos enmarcados en la tabla 8 e involu­

cran a la primera cisteína de V3, cuyos índices de hidrofilicidad son 0.97. En base 

a esto, también esperariamos 2 patrones de neutralización para estos aislados. 

Uno de sueros reactivos contra el epitopo EIDCTR de las variantes de MXC20-1 y 

otro de sueros reactivos con el epitopo DITCER. que neutralizaría a las variantes 

de MXP4. 

En una de las secuencias no encontramos ningún sitio antigénico predeci· 

ble, esto es, en el aislado MXP5/M el hexapéptido con mayor indice de hidrofilici-
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dad resulto con valor de 0.65, valor que consideramos muy bajo para un sitio anti­

génico probable. 

PantlA:Rt dn1nterlor1\l3 .. 
·20 •15 .. , 

PBH10 A K·T 1 
MXC1411M .:. S K, T. T 

MXC2::1/Sm FADNKTI 
MXC2011S 
MXC2011Mio 
MXC2011S!Q 
MXC'2011s., 

MXP42m/coc 

MXP42p/coc 
MXP!5/M 
MXP<llS,,, 
MXP4JS,;,.1 
MXP~.i 
MXP41Sc., 

YVLLKEPVEI 
DVKTI 1 VOLKEPVEI 

SDNAKT 1 1 VOL K EPVE 1 
KTI 1 VOLKEPVEI 

TGVINMYRLNESVOIN 
KTTIVCLKEPVEIS 

TllVELNVSVDI 
KFSDNAKTI 1 VQLNVSVDI 

MXP41M SLAKCKNLYSYTI 

PBH10 
MXC141n.4 
MXC231S.J 
MXC2011S 
MXC2011M., 
MXC201~ 

MXC201/Sa 
MXP42m/coc 
MXP42plcoc 
MXPSn.4 
MXP41S.;,, 
MXP41Sc., 

MXP~.;i 

MXP4~_, 

MXP4/M 

R H 1 
R H 1 

K 1 R H J 
1 R H 

1 R H 

3 
GNMRQAHC 
GNMRQAHC 

YIECAHC 
GOIRQAHC 
GDIROAOC 
GOIRQAHC 

GPGRAWYATGCll GDIRCAHC 
G p G R A V y T rt~~y t. L AH e 
GPGRAVYTSWLVVTGDI 1 LAHC 

HIGPGRAFYR LLDVCVLFVHC 
r G p G R A F y A T IttP'~~c 
1 G P G R A F Y J~.ft~jjf·---· ---·¡··--R P Y C 

IGPGRAVYAT IY O ISHIC 
HIGPGR VLSR YQM IVQTHC 
HIGPGRAFYTT RNTGN IRPYC 

P•neJ e: Re Ión po1t11r1or• VJ. 

PSH10 
MXC1411M 
MXC2JIS., 
MXC2011S 
MXC20l/M93 
MXC"Zllr.;...;, 
MXC:<."01/Sa 
MXP42m/coc 
MXP42pleoc 
MXP51M 
MXP41S,,,, 
MXP4fSe., 
MXP4fSe;i 
MXP4fSe.i 
MXP41M 

•I •5 •JO •15 •20 ... .,. 
NISAAKWtl TLKOlfp,7.Jf'~~ 
T/SRANGI HFKS 
V.TXYi\7N 
N 1 S A T K WN O T L K O 1 V 1 K L RO 1 WN K H T l. SS 
N L S A T K WN O T L K Q 1 V 1 K l. RON LX X T C 1 1~9lff..9fffJÍ~~ 
N L S A T K W NO T L K Q 1 V 1 K L R 0 N l. E 1 N 1 V l.~~ 
NLSRTKWNOTLKQIVIKLREQFGINIVFNffPR 
OVEHIKAVQIHSAYYYSFSIVRVNSTRSL 
EPCOTQGCQI 
CWOLTQVMSTOTFSCTIMVLALSLKLGRANYYLLH 
01 KAXGLAHYYR 
N 1 S K N G 1 AL Y N R C L 1 ~T N 
NISNTSLR 

NOCKAEMVLRRHYLTCYL 

Tabla a. Determinantes antlgénicos. Las áreas sombreadas indican los sitios antigénJcos 

con indice de hldrofiJicJdad mayor que 1.0, los aminoácidos enmarcados señalan epftopos 

con Indices de 0,97, 
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V 

DISCUSIÓN: 

Este es el primer trabajo en México que aborda el estudio a nivel molecular 
de los virus de inmunodeficiencia humana. Nuestro interés fue obtener la se­
cuencia de nucleótidos, para inferir y caracterizar la secuencia de aminoácidos de 
la región V3 de la gp120 de algunos virus aislados de pacientes mexicanos. 

V3 tiene gran importancia funcional durante el ciclo infeccioso, además de 
que en ella se encuentra el dominio principal de neutralización de estos virus, por 
lo cual esta siendo objeto de numerosos estudios, ya que puede ser importante 
para el desarrollo de una vacuna preventiva contra la infección por HIV (121, 122, 
136). 

Nuestros resultados confirman que hay una gran variabilidad en la se­
cuencia de V3 entre los diferentes aislados, tanto en el número como en el tipo de 
aminoácidos. El extremo carboxilo de esta región posterior a la parte central, pre­
sentó un nivel de variación mayor que el extremo amino. En otros aislados repor­
tados y en las secuencias de la base de datos de Los Alamas también se encuen­
tra mayor variación hacia el extremo carboxilo (134, 137). 

Estas variaciones en V3 no afectan de manera aparente la capacidad in­
fectiva de los virus producidos, ya que en el laboratorio se realiza la infección de 
cultivos celulares, de forma rutinaria, con algunos de estos aislados. Sin embargo, 
tales variaciones podrían incidir en las diferencias en el patron de neutralización 
que se observa al intentar neutralizar los virus con distintos sueros (Amalia Bar­
quet comunicación personal). 

La region V3 es un dominio de alta varinbilidad, sin embargo existen dos 
regiones muy conservadas en estos aislados: la zona adyacente a la primera 
cisteína con los aminoácidos CTRPNNNTRK y la parte central, en donde todos 
los aislados tienen la secuencia GPGRA. Esta reportado que la región central 
está muy conservada entre diferentes aislados. También, que las regiones adya­
centes a las cisteínas son poco variables (123, 137). Sin embargo, en nuestras 
secuencias, la región posterior a la secuencia GPGRA, y la segunda cisteína re­
sultó de una gran variación en aminoácidos. 

Estudiando los niveles de homología en V3 para establecer relaciones de 
filogenia entre nuestras secuencias, podemos formar tres grupos. En el primero 
estan las secuencias de los aislados MXC14-1, MXC23 y del prototipo HTLV­
lllb/LAV. En ellas observamos los aminoácidos Glutamina y Arginina (QR), antes 
de la parte central GPGRA. Estos dos residuos solo se han encontrado a nivel 
mundial, en esa posición, en el virus prototipo HTLV-lllb/LAV y en las clonas deri­
vadas de este, por ello pensamos que tal vez los aislados MXC14-1 y MXC23 
pudieran haberse contaminado con el cultivo del virus prototipo, el cual utilizamos 
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de manera rutinaria en el laboratorio. En un segundo grupo se ubicaron Jos aisla­
dos MXC20-1, MXP42m y MXP42p, todos ellos transmitidos sexualmente en los 
individuos de quienes se aislaron. Al tercer grupo pertenecen: el aislado MXP4 (y 
sus clonas biológicas) y MXPS, estos dos aislados se obtuvieron de pacientes 
infectados por via sanguinea. 

Comparando las secuencias del presente estudio con las de los subtipos 
consenso descritos a nivel mundial, el aislado MXC20-1 se agrupó junto con la 
secuencia consenso del subtipo B, resultado esperable para un virus aislado en 
México, ya que en este subtipo se encuentran la mayoria de los virus aislados en 
América. Sin embargo, las secuencias de V3 de los aislados MXP42m y MXP42p, 
aparentemente están relacionadas con los subtipos D y E caracteristicos de virus 
aislados de Africa central y Tailandia. Esta aparente relación y la no agrupación 
del resto de los aislados con alguno de los subtipos reportados pueden deberse a 
que en el análisis intentamos establecer relaciones filogenéticas con longuitudes 
de secuencias que no son las óptimas. Para obtener los diferentes subtipos mun­
diales, se utilizaron secuencias completas del gene env o de gag (134, 138). 

Por otra parte, en todos nuestros aislados encontramos el tetrapéptido 
GPGR en la parte central de la secuencia de V3. Este péptido es muy común en 
las secuencias del genotipo B, en cambio en los otros genotipos no lo es tanto. 
Como se puede observar en la comparación de Ja tabla 9, mundialmente existen 
más secuencias con el tetrapéptido GPGQ (164/41 O) entre todos los genotipos, 
que secuencias con GPGR (145/410). Estos datos nos hacen pensar que todos 
los aislados mexicanos podrían pertenecer al subtipo B, pero para establecer con 
mas confiabilidad esta relación, es necesario obtener secuencias de mayor longi-
tud (134). 
PEPTIDO SUB-A SUB-B SUB-C SUB-D SUB-E SUB-F SUB-U TOTAL 

GPGR 6 118 o 14 4 1 2 145 
GPGQ 58 10 28 16 38 9 5 164 
OTRO 7 58 o 34 o o 2 101 
TOTAL 71 186 28 64 42 10 9 410 

Tabla 9. Distribución de Jos 2 principales tetrapéptidos de la parte central, entre los diferen­
tes subtipos, en las 410 secuencias V3 de la base de datos de Los Afamas publicadas en el 
compendio de 1993. 

En nuestro estudio también encontramos que los cultivos están formados 
por numerosas poblaciones de variantes virales genéticamente diferentes. Con el 
análisis de la presencia de bandas alternativas en los ensayos de secuenciación 
directa de los productos de PCR y la traducción de estas secuencias alternativas, 
podemos tener una estimación aproximada del nivel de heterogeneidad en los 
cultivos virales. Sin embargo el método no nos proporciona información sobre to­
das las poblaciones virales ni datos suficientes de Jos virus menos representados 
en un cultivo heterogéneo. 

Al infectar de manera independiente las lineas celulares Mol! y SupT1 con 
los virus del cocultivo del paciente P4, se obtuvieron 2 variantes diferentes en su 
secuencia V3, sin embargo, ambos tienen características biológicas similares en 
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cultivo ya que son virus clasfficados como altos/rápidos y formadores de sincicios 
(Maria del Carmen Basualdo, comunicación personal). 

Realizando dilución limitante del cultivo MXP4/S, para obtener clonas bio­
lógicas, encontramos que el cultivo de la clona 2 (MXP4/ScL·» tiene en su se­
cuencia algunos aminoácidos que se encontraban como alternativos en el cultivo 
establecido originalmente. Por estos resultados podemos decir que las secuen­
cias V3 de los virus poco representados en un cultivo, pueden ser expresados en 
cultivos en condiciones diferentes. Por otra parte, en las secuencias de las clonas 
encontramos un gran número de aminoácidos que no se observaron en la se­
cuencia alternativa del cultivo original, lo cual hace hizo evidente que en las se­
cuencias alternativas determinadas en este estudio, no están representadas to­
das las variantes virales que coexisten en un cultivo. 

En cuanto a la estabilidad de los virus que se encuentran ya en cultivo, las 
secuencias del aislado MXC20-1/S nos permitieron estudiar cambios a lo largo 
del tiempo. Encontramos que los virus ya adaptados a crecer en una línea celular 
determinada, permanecen muy estables genéticamente. Sin embargo, con una 
línea celular diferente introducimos una variante más, el tropismo por distintas 
células, por lo cual podemos obtener distintas variantes virales como primordia­
les, en diferentes lineas celulares, como en el caso de las variantes MXC20-1/S y 
MXC20-1/M del presente estudio. 

En el presente trabajo se hizo un ensayo de predicción de los epitopos an­
tigénicos en las secuencias V3 de HIV-1 aislados de pacientes mexicanos. Com­
parando estos epitopos, se puede proponer la clasificación en diversos grupos de 
los aislados. Por ejemplo; el prototipo HTLV-lllb/LAV y los aislados MXC14-1 y 
MXC23, que tienen el epitopo QRGPGR, están relacionados antigenicamente 
Además, estas tres secuencias comparten el epitopo de neutralización NNNTRK 
con los aislados MXC20-1 MXP42m y MXP42p, lo que podria indicar que pertene­
cen a un mismo subtipo de neutralización. Sin embargo, el aislado MXP4 y sus 
variantes tienen el epitopo ERPNND, por lo cual esperaríamos un patrón de neu­
tralización diferente que en el caso de los virus anteriores, y otro más en MXP5, 
en el cual no encontramos un epitopo predecible. 

Los estudios de Laman y cols. (139) y Warren y cols. (140) proporcionan 
evidencia experimental de la antigenicidad de los epítopos descritos en nuestro 
trabajo, ya que reportan anticuerpos monoclonales y policlonales humanos reacti­
vos, contra péptidos de la gp120 de algunas cepas de HIV, que involucran domi­
nios dentro de la región V3. En el trabajo de Laman y cols. se mapearon los sitios 
de unión de estos anticuerpos, los cuales resultaron ser las secuencias 
INCTRPN, que también se encuentra en algunos de nuestros aislados y 
RIQRGPGR, compartida por MXC14-1, MXC23 y el pBH10. En el trabajo de Wa­
rren y cols. utilizaron peptidos de longitudes de 18 a 24 aminoácidos, pero no de­
finen el sitio exacto de unión de los anticuerpos. Sin embargo, el péptido basado 
en la secuencia del virus prototipo lllB/LAV utilizado por estos autores, incluye el 
dominio TRPNNN, el mismo que fue obtenido por predicción en varias de nues­
tras secuencias. 
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Encontramos que las relaciones fi/ogenéticas se reflejan en los perfiles an­
tigénlcos teóricos, ya que /os virus que formaron un grupo ·en el análisis fi/ogené­
tico, comparten los sitios antigénicos predecibles. 

Un aspecto que no hemos abordado, pero de interés, es et de la búsqueda 
de sitios inductores de respuesta citotóxica en V3. Warren y Thomas (141) repor­
taron un epitopo inductor de respuesta citotóxica en murinos, el cual involucra /os 
aminoácidos RQAHCN/SRAKWNNT, de la parte carboxilo de la región V3 del vi­
rus 11/B/LAV. En otro estudio, Sastry y cols. (142) reportaron que el péptido 
R/QRGPGRAFVT/GK también induce respuesta citotóxica. Sin embargo, al anali­
zar /as secuencias de los aislados mexicanos, ninguna de ellas comparte exacta­
mente /os mismos aminoácidos que conforman estos epitopos de respuesta celu­
lar. por lo cual no sabemos si estos aislados pueden inducir tal respuesta. 

Resumiendo /a discusión de los resultados, este es el primer trabajo de 
caracterización a nivel molecular muy fino, de una región del genoma viral de HIV-
1 aislados en México, con lo cual intentamos una aproximación a ubicar estos vi­
rus en el contexto mundial. Sin embargo, estamos concientes de algunas límitan­
tes para lograr una clasificación muy acertada, como son el hecho de que el nú­
mero de aislados secuenciados es todavía relativamente pequeño, además de 
que por la metodología utilizada las secuencias obtenidas son muy cortas, lo cual 
no es lo óptimo para estudios de relaciones filogenéticas. 

Consideramos necesario que de los trabajos futuros en esta area involu­
cren secuencias de mayores longitudes y que se incluyan otras regiones del ge­
noma del virus, tanto variables como constantes para ver si /os diferentes aislados 
se agrupan de la misma manera. Además, sería interesante estudiar la reactividad 
de sueros de individuos infectados, contra péptidos sintéticos con las secuencias 
de los distintos epítopos antigénicos predecibles obtenidos en este trabajo, lo cual 
puede dar una idea de si son muy frecuentes los virus con estos epítopos en la 
población infectada. 
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VI 

CONCLUSIONES. 

1. Aunque V3 es un dominio variable, en el existen aminoácidos 
conservados y regiones altamente variables. 

2. El análisis de las relaciones entre estas secuencias reveló tres 
grupos de virus: 

a) El grupo formado por el virus prototipo lllb/LA V y los ais­
lados MXC14-1/M, MXC23/S. 

b) El grupo formado por los tres virus aislados de individuos 
infectados por transmisión sexual; MXC20-1/S, MXP42pS y 
MXP42m/S. 

c) El grupo formado por los dos virus aislados de pacientes 
hemofílicos; MXP4/S y MXP5/S. 

3. La secuencia de aminoácidos de la región central (GPGR) en los 
aislados nos sugiere que todos pertenecen al genotipo B. Sin 
embargo, por lo corto de nuestras secuencias, esto no se obser­
va en los dendogramas. 

4. El análisis de secuencias alternativas y la obtención de clonas 
biológicas mostraron la alta heterogeneidad genomica de los vi­
rus presentes en un cultivo. 

5. Los grupos que se forman por el análisis filogenético de las se­
cuencias en general comparten los mismos epitopos antigéni­
cos predecibles. 

6. Estos perfiles antigénicos sugieren la existencia de 3 patrones 
de neutralización teóricos para estos virus, segun la reactividad 
de sueros de pacientes contra Jos epitopos: a) QRGPGR b) 
NNNTRK c) ERPNND. Además de un virus (MXP5/M) sin epitopo 
de neutralización en V3 
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