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I
INTRODUCCION:

El SIDA es causado por el virus de inmunodeficiencia humana (HiV), el
cual es un retrovirus perteneciente a la subfamilia Lentivirinae. L.as caracteristicas
particulares en |3 organizacion 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
patoégenos en su capacidad para preducir infeccion y dario en su hospedero, entre
estas podernos mencionar:

1) La propiedad de persistir como infeccion crénica, Estos virus introducen
su material genético en las células a las cuales infectan y lo integran en el DNA
gendmico, 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 def organis-
mo, ya que infectan directamente a las células encargadas de producir una res-
puesta inmune ante las infecciones {linfocitos y macrdfagos). Ya introducidos en
estas células, los HIV hacen uso de por lo menos dos mecanismos para su des-
truccion: efecto citopatico directo, gue significa 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 algln componente viral (por ejemplo gp120 soiluble) y se-
an d.estruidas.

3) Finalmente, su capacidad de variar antigénicamente. De hecho, en un
individuo infectado existen muchos subtipos genéticas de HIV (quasi-especies).
Esta gran plasticidad genética le permite su permanencia y diseminacién en el
organismo hospedero y la seleccién in vivo de clonas viraies no reconocidas por

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



un range de células mas amplio a [as cuales pueden infectar y que estas sean
mas sensibles a su efecto citopatico.

1) Caracteristicas generales del virus:

Las particulas del HIV son de forma esférica y estan formadas por una
membrana lipidica de origen celular, que contiene dos proteinas virales asocia-
das; una glicoproteina externa (gp120) y una transmembranal (gp41). Por debajo
de esta envoltura se encuentra una segunda capa proteica formada por ia poli-
merizacion de mondémeros de la proteina viral p17, dentro de la cual se encuentra
la nucleocapside, constituida por la proteina p24 y dos moléculas de RNA viral,
que son el material genético del virus. EI RNA tiene asociadas moléculas de la

enzima transcriptasa reversa (TR) (3,4).

2) El genoma viral:

El material genético del HIV estd constituido por 2 moléculas de RNA, de
cadena sencilla y con la misma polaridad que los RNA mensajeros {RNAMm),
esto es que podria funcionar como RNAm para la sintesis de proteinas. Sin em-
bargo, durante el ciclo de replicacién, 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 disposicidn basica
de los genes para las proteinas estructurales: gag, pol y env. El provirus tiene en
sus extremos unas secuencias llamadas “repetidos terminales largos” (LTR), que
contienen elementos reguladores de la expresién viral como el promotor y se-
cuencias aumentadoras de la transcripcion ("enhancers”). También se encuentran
diversos sitios de reconocimiento para factores celulares como se observa en la
figura 1 (5-12).

X3
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Figura 1, Estructura genética de los repetidos terminales fargos del HIV-1. Se indican las
regiones que conforman el LTR; U3, R y U5 y la longitud en bases de cada una de estas,
También esta sefalado e} sitio de iniclo de la transcripcidn (+1) y la secuencia diana para
tat (TAR). En la parte inferior se muestra |la posicion relativa de los sitios de reconocimiento
para los diferentes facteres celulares que se indican, involucrados en la transcripcion de
tos genes virales.

Los LTR flanquean a los genes que codifican para las diferentes proteinas
virales: gag (p17, p24 y p15), pol (pB6/p51, p31) y env (gp120 y gp41) ademas de
una proteasa codificada entre los genes gag vy pol (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, pol y env (2), el genoma del
HIV codifica para al menos 6 productos proteicos reguladores: el gene fat, forma-
do por dos exones, codifica para una proteina de 86 aminoacidos, aunque el pro-
ducto de 72 aa, traduccidn del primer exon es completamente funcional (17). Tat
es de localizacion nucleolar (18) y para ejercer su funcién 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 proteina de 27 kd de
peso molecular, al igual que tat se localiza en el nucleo de la célula infectada y
requiere de |a secuencia diana RRE (de rev-responsive element), presente en el
RNAm de las proteinas estructurales y de las accesorias para la morfogénesis
viral (26-31). Aparte de estos dos genes, cuyos productos y sus funciones estan
mas o menos bien caracterizadas (ver expresion del genoma viral), el HIV codifica
para los genes: nef cuya expresién inhibe la replicacion de algunas cepas virales;
vif que es necesario para que el virion sea infeccioso; vpu que es necesario para



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

produccion de virus (32-37).

Flgura 2. Organizacién del genoma y estructura del HiV-1, En la parte superior se muestran
los diferentes marcos de lectura y las proteinas originadas por cada uno de los genes del
virus, En |a parte inferior , un esquema de la estructura dej virién sefalando con flechas la
localizacién de las diferentes proteinas estructurales.

3) Variabilidad gendmica:

Poco después del inicio de la epidemia desatada a principios de los afios
80 se encontro que al ser cortado el DNA de los HIV aislados en diferentes luga-
res, con enzimas de restriccion, presentaban patrones de corte diferentes, o 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 clonacién y se-
cuenciacion, se demostré que cada virus aislado es claramente distinguible de
cualquier otro, llegandose a encontrar hasta un 10% de diferencias en la secuen-
cia completa de nucledtidos 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 poblacidn heterogénea de variantes virales muy relaciona-
das genéticamente entre si, sumado al hecho de que estos virus evolucionan

constantemente durante el curso de la infeccidn (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 mutacian, durante la sintesis del DNA proviral, de 1
error en 1700 a 1 en 4000 nucledtidos polimerizados y atn de 1 en 70 para algu-
nas regiones especialmente mutables (“hot spots”} (44, 45). Esto es, que tedrica-
mente y en la realidad asi parece ser, cada virus existente es genéticamente dis-
tinto de todos los demds. Atn 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-
cién del virus, Por el contrario, gracias a esta tasa de mutacidn emergen cepas de
virus resistentes a las drogas antivirales, o virus que escapan a la vigilancia de un
sistema inmune adn competente.

Se ha encontrado variabilidad a lo fargo de todo el genoma del HIV, sin
embargo, la glicoproteina externa gp120 es la proteina viral que mas variaciones
presenta en su secuencia de aminoacidos (aa), entre diferentes aislados (tabla I).

REGION HIV-1: USA/AFR | HIV-1/HIV-2
LTR 85% 30-40%
GAG 90% 58 %
POL 95% 59%
ENV 75-80% 42%
gp120 75-80% 39%
gp41 85% 45%
GENES ACCESORIOS 80-90% 45-55%

Tabla 1. Homologias 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
contra uno de Estados Unidos) y por otro la divergencia entre el HIV-1 y HIV-2. Se muestran los
porcentajes de homologia en la secuencia de aminoécidos, excepto en el LTR en donde es el por-
centaje de homologia en nucledtidos. Se observa que la mayor variabilidad se presenta en los
productos del gene env, principalmente enla gp120 (57, 58).



4) Transmision de la infeccion:

Las vias de transmisién del HIV en esencia son 3 (46). La mas frecuente
es por contacto sexual con personas infectadas. Segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud el 90% de los casos mundiales son por esta via. L.a probabi-
lidad de adquirir la infeccion por contacto sexual esta determinada por 3 factores:
a) El nimero de eventos de exposicion, segin 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 region
determinada (52). ¢) La probabilidad de adquirir la infeccion durante la actividad
sexual, lo cual esta determinado por factores propios del virus, por ejemplo la ca-
pacidad infecciosa de una cepa particular (40) y de factores bioldgicos del hos-
pedero como la edad, el estado de salud, si hay sangrado durante la relacién,
etc. (53-87).

Se ha establecido que la presencia de lesiones en genitales, como las ori-
ginadas por otros patégenos de transmision sexual (Sifilis, Herpes genital u
otros), aumentan el riesgo de adquirir la infeccion por via sexual. Sin embargo, el
incremento que se ha observado en los casos de SIDA por transmision heterose-
xual en individuos sin este tipo de enfermedades sugieren que el HIV puede tener
acceso al cuerpo através de mucosas intactas. Esto es tedricamente posible, ya
que en los epitelios, tanto de piel, como en las mucosas oral, gastrointestinal y de
érganos sexuales se encuentran células de Langerhans, que son derivadas de
leucocitos y se ha encontrado expresion del receptor CD4 en ellas, aunque en
niveles bajos, comparado con linfocitos T4 y monocitos/imacréfagos (58, 59).

En el modelo de infeccién por el virus de inmunodeficiencia de simios (SIV)
en macacos, se ha encontrado infeccién al aplicar virus en mucosa vaginal y ure-
tral de hembras y machos respectivamente. En estudios in vitro se ha reportado
que las células dendriticas, infectadas con cepas de laboratorio de HIV producen
particulas virales sin sufrir efecto citopatico. A las células de Langerhans, que son
leucocitos maduros en los epitelios, se las conoce como células dendriticas pilo-

sas cuando migran hacia los nddulos linfdticos, Aqui se localizan en las areas



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
transmision sexual y, por su caracter migratorio, pueden diseminar la infaccion
hacia los ganglios linfaticos en donde otras células, como los linfocitos T4, pue-
den tener contacto con el virus.

La segunda via de transmision 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 inmunosupresion en pacientes hemofilicos, y en
un recién nacido que habia recibido varias transfusiones (60). Posteriormente se
reportaron otros casos de inmunodeficiencia asociados a transfusién sanguinea o
por el empleo de hemoderivados contaminados. De ello se origind que desde
1983 se han hecho esfuerzos por tener un control estricto del manejo de los ban-
cos de sangre, asi come de la obtencion de derivados sanguineos no contamina-
dos para tratar de erradicar los casos de SIDA asociados a transfusion sangui-
nea. En este tipo de transmisién, el virus como particula libre, o bien, las células
infectadas de la unidad de sangre empleada, tienen acceso directo a otras células
del hospedero.

La tercera via de infeccion involucra la transmision vertical del virus de una
madre infectada a su hijo; ya sea durante la gestacién, al momento del parto o
durante la lactancia (61-85). Los reportes sefialan rangos de transmisidn que van
desde un 11% a un 60%, en recién nacidos de madres infectadas. Aunque los
mecanismos no se conocen, hay evidencia de que la infeccién 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 cordén
umbilical, sin embargo si se le obtiene en bebes 1 mes después del nacimiento, o
bien durante la lactancia, 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 analisis de tendencias de casos de SIDA de acuerdo a las diferentes
vias de transmisién en México, de 1983 a 1994, se muestra en la figura 3. Aun

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



via sanguinea en los primeros 4 afios en que hubo registro, este incremento se
debid a la aparicion de casos de SIDA en personas que fueron infectadas antes
de establecerse la reglamentacion correspondiente para el control de las dona-
ciones de sangre. Desde 1991 comenzd a observarse un descenso en el porcen-
taje de infectados por esta via, aunque deberan pasar algunos afios mas para que
podamos notar el efecto importante de la reglamentacién y control de las dona-
ciones de sangre, en el abatimiento de la infeccion por transfusiones sanguineas.
Por otro lado, aunque la transmision por via sexual se ha mantenido alrededor de
un 70% de los casos reportados, si consideramos las diferentes modalidades de
la transmision sexual por separado encontramos que la transmision heterosexual
ha aumentado de manera muy importante, lo cual ha determinado que la relacién
hombres/mujeres infectados haya pasado de 1:25 en 1988 a aproximadamente
1:6 en 1993. Este aumento en la transmisidn 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 anos (68-74).

5) El Ciclo infeccioso:

Las manifestaciones de la infeccion por el HIV que se observan en un indi-
viduo, son el resultado de las alteraciones qu2 provoca el virus en las células
susceptibles de infectarse y las alteraciones que surgen en otras células por me-
diacién de los productos del virus y de las céluias infectadas. Entender que es lo
que sucede dentro de una céluta infectada puede ayudar a explicar la consecuen-
te inmunaodeficiencia en el paciente.

El ciclo infeccioso comienza con la exposicion del individuo al agente etio-
légico. Una célula puede infectarse por dos mecanismos diferentes; ya sea con
una particula viral libre o por el contacto con una célula ya infectada. La alta afini~
dad de la proteina gp120 por la proteina CD4 de !a 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 vias de transmision, el HIV entra al torrente san-
guineo en donde puede encontrarse con una célula CD4+ y por la interaccion en-
tre |a proteina gp120 y el receptor CD4, el virus queda unido a la superficie. Mas
tarde, probablemente mediante la fusion de las membranas viral y celular, la nu-
éleocépside 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 nucledtidos del
RNA viral, para sintetizar un genoma de DNA de doble cadena. El proceso de la
transcripcion reversa involucra al menos 3 diferentes actividades realizadas por
una misma entidad proteica: la sintesis de DNA dependiente de un molde de
RNA; la degradacién de la hebra de RNA original y la sintesis de la cadena de
DNA complementaria. Después de esto, la integrasa realiza cortes en el DNA viral
y celular para permitir que el genoma de! 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 pasara
un estado de expresién activa del virus, Para la transicién de un estado de laten-
cia a otro de expresién activa del virus pueden actuar diversos factores, los cua-
les pueden ser: virales, como la aparicién de variantes mas patégenas; condicio-
nes del hospedero, por ejemplo su estado inmunocompetente, 6 estimulos exter-

nos, como la infeccién con otros patégenos (86).

6) Expresion del genoma viral:

El HIV es un retrovirus muy complejo en su estructura, organizacion y en
los mecanismos de expresién de su genoma. Durante la infeccion se pueden de-
finir dos etapas por la expresién diferencial de sus genes (Fig. 4). En la fase tem-
prana predominan en el citoplasma RNAm pequefos, de aproximadamente 2 kb,
producidos por varios eventos de edicién en molécuias de tamario genémico y

que permiten la sintesis de las proteinas reguladoras tat, rev y nef. Un gran ndme-



ro de trabajos han revelado que las proteinas tat y rev tienen un papel importante
en la regulacién de las dos fases de la expresion viral (2, 17, 19, 87-89).

La proteina tat, de 14 kd de peso, tiene una regién que potencialmente
permite la interaccién con acidos nucleicos, ademas de una secuencia que de-
termina su localizacidn en el nucleo. Su funcion depende de la secuencia diana
"TAR" presente en el LTR, aunque se desconoce el mecanismo exacto. Algunos
trabajos sefalan que puede aumentar el inicio de la transcripcién mediante su
interaccion con el promotor yfo con factores celulares, Otros dan evidencia de que
podria estar invelucrada en estabilizar e alargamiento de la cadena de RNA, que
de oftra manera es interrumpida tempranamente originande transcritos incomple-
tos no funcionales (2, 17, 90, 91).

El producto de la expresién del gene rev es una proteina de 27 kd. Esta se
localiza en el nticleo de la célula infectada y al igual que tat, requiere de una se-
cuencia diana denominada RRE, la cual se encuentra en los RNAm de 4.5y 9.7
kb para la proteinas estructurales y en los de 2 kb de los cuales se sintetizan las
proteinas vif, vpu y vpr (26, 27, 92, 93). A la proteina rev se le atribuye la funcién
de transportar fuera del nucleo los transcritos que contengan la secuencia RRE,
para su traduccion. Ademas, 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 activacion de la division en las células infectadas y la presencia de nive-
les elevados de rev provocan un c¢ambio en los tipos de RNAm que llegan al cito-
plasma para la traduccion, encontrandose principalmente RNAm para la sintesis
de las proteinas estructurales y de aquellas que son necesarias para la morfogé-
nesis de los nuevos virienes, lo cual desencadena la expresion tardia del HIV (87,
93, 94). Durante esta fase hay un aumento en los niveles citoplasmicos del RNAm
de 4.5 kb, del cual se sintetizan las proteinas del gene env y de 8.7 kb que codifi-
ca para las proteinas de los genes gag y pol, ademas del RNA gendmico.

Del transcrito de 4.5 kb se sintetiza el precursor (gp160) para las proteinas
de envoltura, el cual es glicosilado en el aparato de Golgi y después de su ruptura



proteolitica en gp120 y gp41, ambas proteinas son transportadas a |la membrana
de la célula infectada (85). Del transcrito de tamafio genémico se sintetizan las
proteinas de la nucleccépside y las enzimas virales. Este transcrito se traduce
como un precursor de 180 kd, el cual contiene acido miristico en su extremo ami-
no, que le permite unirse a la cara interpa de la membrana celular. Mientras esta
anclado a ésta, el plegamiento del precursor permite la maduracién de la proteasa
codificada entre gag-pol, |a cual realiza su propio procesamiento (auto catélisis)
asi como el de las proteinas de la nucleocépside. Ello determina la maduracion de
las proteinas; p17 que queda unida a la cara interna de la membrana formando la
matriz del virion, p24 cuyos monémeros forman |a nucleocapside 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 molécuias de transcriptasa reversa e integrasa hacia el vi-

rion, el cual emerge de la célula por gemacion (95).
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Figura 4. Ciclo viral, Después del encuentro entre una particula viral y una célula suscepti-
ble, y mediante la interaccion entre gp120 y el receptor CD4, las membranas de ambas enti-
dades se fusionan. Dentro de 1a célula se ocurre |a transcripcion del RNA viral a DNA, el
cual se integra al genoma celular, Durante {a fase temprana de la expresion del virus solo
se producen las proteinas reguladoras y en la fase tardia se construyen los nuevos virio-
nes, mediante la sintesis y el ensamblaje de las proteinas estructurales y las enzimas vira-
les. i



7) Alteraciones Inmunolégicas por el HIV-1:

Ante cualquier reto antigénico, en el organismo se activa la respuesta in-
mune, la cual consta de dos componentes que actdan de manera coordinada para
la eliminacién de una infeccion; la respuesta humoral, mediada por la activacién
de células plasmaticas para la produccidn de anticuerpos (inmunogliobulinas)
cantra los diferentes epitopos antigénicos del agente infeccioso y la respuesta
celular, que invelucra: la activacion de células citotdxicas (particutarmente linfoci-
tos con el receptor CD8 que se encargan de la lisis de células infectadas, de céju-
las cancerosas y céluias extrafias al organismo); la activacion de células presen-
tadoras de antigenos (principalmente monocitos y macrofagos o células derivadas
de estos); {a activacion de células ayudadoras que participan en la coordinacién
de toda la respuesta inmune y (a activacion de c€lulas supresoras gue intervienen
terminando esta respuesta cuando ya se ha eliminado una infeccién.

Una de las primeras observaciones clinicas de la infeccion por el HIV-1 fue
la disminucién del nimero de linfocitos T4 en los pacientes con SIDA. Ello, ade-
mas 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 destruccion de los linfocitos T4 por el virus puede explicar en parte la
disfuncion global del sistema inmune. Sin embargo, en algunos pacientes se ob-
servan anormalidades inmunologicas atin teniendo un nimero normal de linfocitos
T4, lo cual sugiere que el fallo en el sistema inmune no puede ser explicado tni-
camente por la destruccidn ceiular (99). Entre los mecanismos que pueden parti-
cipar en la alteracion de las funciones inmunologicas sin que ocurra la muerte
celular encontramos:

a) Inhibicion por la gp120 de la unién del receptor CD4 con sus ligandos naturales,
los antigenos mayores de histocompatibilidad clase | (MHC-11) (160).

b) Supresion de las funciones de la célula T4 por anticuerpos anti gp41 que reac-
cionan de manera cruzada con los antigenos MHC-I (101).



c) Inhibicidn de la respuesta de proliferaciéon de los llnfocttos por las protelnas
virales gp120, gp41, y tat (102-104). Ll

d) Regulacion negativa de la expresion del receptor CD4 pdr su uni'tv'J‘r'\ in"t"race.lular
a gp160 (105, 108). s

e) Regulacién negativa de los antigenos MHC (107),

f) Infeccion por HIV de células presentadoras de antigeno (108 citado en 143)

g) Produccién de autoanticuerpos.

h) Disfuncidn de céluias no infectadas.

8) Importancia de la respuesta humoral:

Entre los diferentes tipos de anticuerpos que se producen durante una in-
feccion viral, algunos tienen capacidad neutralizante, ya que son dirigidos contra
epitopos que participan de manera importante en los distintos procesos de! ciclo
infeccioso. Asi, se pueden encontrar anticuerpos que impiden el reconocimiento
entre una particula infecciosa y una célula susceptible. Otros actian evitando la
internalizacion 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 via, o impidiendo el proceso de fusion de membranas entre el virus
y la célula ecomo en el caso de la infeccion por el HIV. Clinicamente, es muy im-
portante la produccién de anticuerpos neutralizantes, ya que estos pueden confe-
rir proteccion contra las infecciones virales.

En la blisqueda de estrategias para el desarrollo de vacunas contra el HIV
y para tener una mejor comprensién de la relacién entre la respuesta humoral y el
virus, se han realizado un gran nimero de estudios sobre la capacidad neutrali-
zante de los sueros de individuos infectados. Ademas, se han buscado los epito-
pos antigénicos del virus que inducen la produccion de estos anticuerpos.

En los individuos seropositivos 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 accién den-



tro de la célula y quedan inaccesibles para ser inhibidas por estos anticuerpos.
Los principales sitios antigénicos inductores de la respuesta neutralizante se han
encontrado en los productos del gene env. Diferentes reportes seiialan la exis-
tencia de epitopos de neutralizacion en |a proteina gp41 (109, 110), principalmen-
te contra el dominio amino-terminal involucrado en la formacién de sincicios, co-
nocido como dominio fusogénico (54, 110-112).

Los principales epitopos inductores de respuesta neutralizante se han en-
contrado en la gp120. El sitio de unidn de ésta proteina, con el receptor CD4 esta
formado por 3 regiones separadas en la secuencia primaria de aminoacidos (112,
113). Los anticuerpos dirigidos contra estas regiones tienen actividad neutralizan-
te ya que impiden el anclaje de la particula viral a la célula susceptible de ser in-
fectada, sin embargo, estos epitopos no son muy inmunogénicos debido a que en
la conformacién nativa de la proteina se encuentran ocultos {(108-117).

Los estudios de la homolegia entre secuencias de gp120 obtenidas de dife-
rentes aislados de HIV-1 revelaron la presencia de 4 regiones muy conservadas
(C1-C4) intercaladas entre 5 regiones con alta variabilidad (V1-V5) (118).

En 1987 se identificd al dominio principal de neutralizacion (DPN) del HiV-
1, el cual se localiza hacia el extremo carboxilo-terﬁ:inal de gp120, en la regidn
variable 3 (\/3). Esta region, ahnque presenta una alta variabilidad en su secuen-
cia de nucledtidos y aminoacidos, tiene una estructura terciaria conservada, en
forma de asa, mantenida por puentes disulfuro y su tamafio es entre 34 y 36 ami-
nodacidos de largo. En el centro de esta se localiza el tetrapéptido GPGR altamen-
te conservado entre diferentes aislados, el cual es la parte central del DPN. En
estudios de prediccion, se determiné que la estructura terciaria mas probable para
la regién V3 es: Cys-hoja B-vuelta tipo ll-hoja 3-helice a-Cys (119-121).

Numerosos trabajos sefialan que esta regian tiene una participacion impor-
tante durante ei 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.



Mediante el empleo de péptidos sintéticos se determind que la parte central
del DPN (GPGR y aminoacidos adyacentes) induce anticuerpos grupo especifico,
capaces de neutralizar varias cepas virales, Por otro lado, las regiones interme-
dias entre el GPGR y cada cisteina inducen anticuerpos tipo especifico, que neu-
tralizan solamente al virus inductor o cepas muy relacionadas a este (122, 123).
Ademas, se ha encontrado que la region V3 también puede inducir respuesta de
linfocitos T citotoxicos (124, 125).

9) Importancia biolégica de V3:

Una forma de caracterizar a los diferentes aislados de HIV-1 es mediante el
estudio de las propiedades biolégicas de los virus en cuitivos celulares. Enbase a
la velocidad de crecimiento y al nivel de produccion virales, se puede clasificar a
los aislados en dos grupos: uno de crecimiento lento y de baja produccion
(ientos/bajos) y otro de crecimiento rdpido y en altas cantidades (rapidos/altos).
También se puede estudiar si inducen o no la formacién de sincicios (inductores,
no inductores) y su tropismo hacia células manociticas o soio linfociticas. Algunas
propiedades biologicas recaen en la secuencia de aminodcidos de la region V3.
Tal es el caso del tropismo por monocitos y {a capacidad de inducir sincicios (126-
128).

Al insertar la secuencia correspondiente a la region V3 de aislados con
propiedades bioldgicas determinadas, en clonas moleculares de virus con carac-
teristicas distintas, y con la expresion de estos virus quiméricos, se obtienen ais-
lados con el fenotipo correspondiente a aquel del cual se tomd la secuencia V3
(125, 129, 130). Cabe destacar, que estos estudios han permitido establecer que
los aa en las posiciones 11y 28 de V3 (seglin la secuencia consenso de LaRosa
y colaboradores {131) son importantes en ia determinacién del fenotipo del aisia-
do viral; en donde [os virus que presentan un aa con carga positiva en estas po-

siciones son inductores de sincicios y no infectan monocitos.



En un estudio realizado por Tersmette y colaboradores (132), obtuvieron
virus a partir de muestras secuenciales de sangre, caracterizaron los aistados en
cuanto a sus propiedades biologicas y posteriormente secuenciaron la region V3
de los mismos, reportan que existe una asociacion entre la capacidad de aislar
virus inductores de sincicios y la progresion hacia el SIDA en los pacientes. Con
esto se observo 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 [a importancia que tiene ia region \/3 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 region, y al hecho de que la
secuencia de aminoacidos de! DPN nos proporciona informacion sobre el fenotipo
de los diferentes virus, consideramos de importancia la caracterizacion de la re-
gién V3 en los HIV-1 aislados de pacientes Mexicanos,



II
OBJETIVOS:

GENERALES:

1. Estudiar la variabilidad de la region V3 de la proteina
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 aminoacidos del epitopo prin-
cipal de neutralizacion de aislados mexicanos de HiV-1,

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



III
METODOS:

1) Obtencion de células mononucleares humanas:

Las células mononucleares perifericas humanas (CMPH) se obtuvieron
mediante centrifugacion en gradientes de ficoll de la siguiente manera:

-Se colocan 6 ml de media de separacion de linfocitos (Ficoll-Hypaque) en
un tubo de centrifuga de 15 ml. La muestra de sangre con anticoagulante, se dilu-
ye con un volumen igual de solucion salina de fosfatos (PBS) a pH 7.0. Sobre el
ficoll se forma una capa con 8 ml 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 -20°C.

-Con una pipeta estéril se toma ia capa de CMPH, se afiade a un tubo con
5 ml de PBS y se centrifuga a 1500 r.p.m. por 5 minutos. Si no se forma un botén
de células en el fondo del tubo, hay que diluir el exceso de ficoll con § ml mas de
PBS v repetir el proceso, Al observar el boton, se tira el sobrenadante y las célu-
las se resuspenden en medio RPMI-1840, con 20% de suero bovino fetal (SBF) y
una mezcla (1%) de antibiéticos-antimicéticos.



2) Aislamiento primario por cocuitivo:

-Se establece un cocuitivo 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 proporcion 1:1. Las CMPH del dona-
dor sano deben estar previamente estimuladas por 48 horas con fitohemaglutinina
(5pg/mi) y tratadas 30 minutos con polibreno (Spg/ml}. ’

-Se agrega medio fresco (RPMI-1640, con 20% de SBF, 1% de antibioti-
cos-antimicoticos y 50 U/ml de Interleucina-2 recombinante) dos veces por sema-
na.

-Diariamente se observa al microscopio para determinar la aparicion de
efecto citopatico y semanalmente se realizan ensayos para la deteccién de anti-

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

3) Aislamiento en lineas celulares:

Una vez que un cultive primario se considera positivo mediante la detec-
cion de antigenos virales en el medio de cultivo, se procede a establecer los ais-
tados en lineas celulares inmortalizadas. En el presente estudio se emplearon las
lineas de origen linfocitario Molt y SupT1.

-Mezclar 3 x106 células de un cocultivo, con 1 x108 células de la linea ele-
gida, en RPMI-16840 con 10% de SBF y 1% de antibidticos-antimicéticos. Las célu-
las se alimentan con medio fresco 2 veces por semana, hasta lograr un 90% de

células infectadas, determinadas por ensayos de Inmunofluorescencia.

4) Obtencion del DNA:

Las células de un cultivo infectado (1 x107 células) se cosechan por centri-
fugacién a 1500 r.p.m. y se procesan de |a siguiente manera:

- Lavar 2-3 veces con 10 ml de PBS, centrifugando 5 minutos a 1500 r.p.m.
cada vez. Se tira el PBS y las células se resuspenden en 4 m! de Tris-Cl 10 mM
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pH7.4, EDTA 1 mM, NaCl 0.1 M, se agregan 50 ul de Proteinasa K (20mg/ml} y
450 pi de Dodecil-Sulfato de Sodio (SDS 10%).

- Incubar a 56°C en bafio Maria durante la noche.

- Agregar 1 volumen igual de una mezcla 1:1 de Feno!l-Cloroformo, mezclar
por agitacién y centrifugar a 4000 r.p.m. )

- La fase supericr (solucion con DNA) se recupera, repitiendo el proceso de
extraccion 2 o 3 veces, hasta que [a interfase quede transparente.

- Recuperar el DNA en un tubo nuevo, se anade Acetato de Sedio (0.3 M
concentracion final) y 2 volimenes de etanol absoluto. Mezclar par inversion,

- Si se observan hebras de DNA, este se recupera por centrifugacién a
4000 r.p.m. durante 30 minutos, se tira el etanol, el botén de DNA se lava con 1
ml de alcohol etilico al 70 %. Secar al aire y resuspender en 100-500 i de H,0O
desionizada estéril.

- 8i no se observan hebras de DNA, la musastra se incuba a -20°C de 4 a 24

horas y se recupera mediante el mismo proceso de centrifugacion.

5) Amplificacion de la regién V3:

Los ensayos de PCR se realizaron utilizando como iniciadores los oligo-
nucledtidos; KSI 5' y KS| 3' descritos por Goudsmit y cols. (133). Las condiciones
de reaccién fueron: 1 pg de DNA problema en Tris-HC! 10 mM pH 8.3; KCI 50
mM; MgCl, 1.5 mM; dATP, dGTP, dCTP y dTTP 0.2 mM c/u; 50 pMoles de cada
iniciador y 2.5 U de Tag-DNA polimerasa en un volumen final de 100 pl. Se efec-
tuaron 35 ciclos de amplificacion a .95°C 1 minuto, 55°C 1 minuto y 72°C 2 minu-

tos.

6) Purificacion de productos amplificados por PCR:

- Se prepara un gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1.5% en amorti-
guador para electroforesis TAE (Tris-base 40 mM; Acetato de Sodic 20 miM; Acido
Acético 29 mM; EDTA 2 mM).



- Una vez fundida, la agarosa se vacia én el formador dé gele‘s y se coloca
un peine con ef nimero adecuado de carriles para hacer pc')zbs de 50 y! de capa-
cidad, dejar salidificar e

- A cada muestra de los ensayos de PCR se agrega 1/10 (10 pl) de volu-
men de colorante para muestras (glicerol 50%; EDTA 100 mM; SDS 1%, Azul de
bromofenol 0,1% y Xilen-Ciano! 0.1%) y se utilizan 50 pl 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 pg/ml), durante el tiempo adecuado para separar la banda de
DNA del producto de la amplificacion, del DNA gendémico.

- Observar el gel bajo iluminacién con luz ultravicleta de longitud de onda
larga. Se identifica el producto de amplificacion comparando con la migracion de
un marcador de tamarnio 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 ul de agua bidesti-
lada {(ddH.0) y se calienta a 65°C por 5 minutos.

- Enfriar a temperatura ambiente y agregar 300 pl de Fenol Mezclar por
agitacion y centrifugar a 12,000 r.p.m. durante 3 minutos.

- Recuperar |a fase superior (DNA en solucién) en un tubo nuevo y aRadir
300 ul de una mezcla 1:1 de Fenol-Cloroformo. Mezclar por agitacion y repetir la
centrifugacion.

- Recuperar la fase acuosa en un tubo con 300 pl de Cloroformo y repetir el
proceso.

- Tomar la fase acuosa, anadir 1/10 de volumen de Acetato de Sodio 3M
pH 5.0 y 2 voluimenes de etanol absoluto fric (-20°C), incubar 30 minutos a -20°C
y centrifugar a 12,000 r.p.m. durante 20 minutos, a 4°C.

- Decantar el liquido y lavar |2 pastilla de DNA con 500 p de etanol al 70%
frio, decantar de nuevo y secar al aire. EIl DNA se resuspende en 11 pl de Tris-
HCI 10 mM pH 7.4; EDTA 1 mM.



7) Cuantificacién de productos de PCR:

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

- Colocar en un pozo 1yl de la solucion de DNA obtenida por el método
anterior, mezclado con 3 pl de H,O desionizada y 0.5 pl de colorante para mues-
tras. En dos carriles del gel se ponen 1.0y 0.5 pdel estandar de tamario molecu-
lar, que tiene una concentracion conocida de DNA de cada una de las bandas de
referencia.

- Realizar 1a electroforesis en presencia de Bromuro de Etidio, a 100 V du-
rante el tiempo necesario para la separacion de los fragmentos del estdndar de
tamafo molecular, observar el gel bajo iluminacion con {uz UV,

- La cantidad aproximada de DNA en los productos amplificados, se obtie-
ne comparando visuaimente la intensidad de la fluorescencia en cada muestra,

con |a banda de referencia del estandar.

8) Secuenciacién:

La secuencia de ja regién V3 de los diferentes aislados de HIV-1 se obtuvo
por el método de terminadores de cadena (144) utilizando [a-35S] dATP como
fuente de sefial a detectar y con el estuche Sequenase version 2.0' (USB].

-Entre 150 y 200 ng de DNA de los productos de PCR, purificados y cuan-
tificades con los métodos descritos anteriormente, se someten a la reaccion de
secuenciacion con un protocolo para obtener la secuencia de regiones cercanas
al iniciador (como iniciador empleamos el oligonucledtido KSi 5' de los ensayos
de PCR). E! metodo es de la siguiente manera:

1) Reaccion de alineacion: en un tubo eppendorf se mezcla el DNA (150-
200 ng en 7.5 pi) con 0.5 ul (5 pmoles) del iniciador y 2.0 ! de amortiguador para
secuenciar* Incubar a 95°C, 2 minutos y colocar en bafo de hielo.

2) Reaccién de marcaje: a la reaccidn anterior (10 pi) se agrega 1.0 yi de
Ditiotreitol (DTT)*, 2.0 pi de mezcla de nuclectidos diluidos 1:10*, 0.5 pi (5.0 uCi)

! Los asteriscos indican los reactivos proporcionados por et estuche comercial de Sequenasa
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de [a-35S]dATP, 1.0 pl de Mn* y 2.0 pl de DNA polimerasa (sequenasa)* diluida
1:8. Incubar a 20°C, 2 minutos. Mientras tanto se preparan 4 tubos marcados; G,
A, T, C.y se anaden 2.5 pl del dideoxinucledtido trifosfato correspondiente a cada

tubo. segln la tabla:

G|A|T|C
ddGTP* | 2.5
ddATP* 25
ddTTP* 2.5
ddcTP* 25

3) Reaccion de termino: afiadir 3.5 pl de la reaccion de marcaje a cada uno
de los cuatro tubos que contienen dideoxinucledtidos y se incuba durante 5 minu-
tos a 37°C. Para terminar la reaccién se afaden 4 pl de solucién de paro”. Las

muestras se almacenan a -20°C hasta realizar la electroforesis.

9) Geles de secuenciacion:

- Se prepara un sandwich con un juego de cristales para geles de secuen-
ciacian limpios, con separadores de 0.4 mm. Sellar con cinta plastica los lados y
1a parte inferior.

- Preparar la solucion de acrilamida para un gel al 6% segtn la receta:

Urea (7.5 M final) 30g
Acrilamida/Bisacrilamida

38/2% 9.47 ml
ddH,0 22,50 ml
*TBE 10x 6.00 mi
Persulfato de Amonio

(10%) 534 i
TEMED 20 ul

“TBE: Tris Base 54 0 g; A Bérico 27.5 g; EDTA (0.5 mM pH8.0) 20 ml. Aforar a $00 ml con Ho0.
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~ Vaclar la solucion entre los dos cristales y colocar el peine para formar
una superficie lisa en la parte superior,

~ Dejar transcurrir la polimerizacidn del gel por lo menos 2 horas y no mas
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 ei peine con el lado formador de carriles hacia el gel,

- Calentar las muestras a 65°C durante 5. Marcar en el cristal externo la
posicidén en que se colocara cada una de las muestras.

- Colocar 3 ul de muestra en cada carril del gei y realizar {a 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 solucidn fijado-
ra (metanol 10%/Ac acético 10%) durante 15 minutos, se seca a 80°C con vacio,
se expone con una placa para radiografia 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 computacion.
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RESULTADOS:

1) ldentificacion de los productos de PCR:

Utitizamos el método de secuenciacion directa de los productes de amplifi-
cacion por PCR, correspondientes a la regidn V3 de la glicoproteina gp120 de
distintos aislados de HIV-1 de origen mexicano. Se emplearon los oligonucle6ti-
dos KSI3'/KSIS’ (133), los cuales fueron sintetizados por Abraham Landa en la
Escuela de Salid Publica de la Universidad de Harvard, en Boston. Este par de
oligonucieétidos amplifica un segmento de 320 pares de bases, como se observa
en la figura 5, el cual estd comprendido entre los nucledtidos 7011 al 7330 seguin
la secuencia de la clona HXB2 del HTLVIItb/LAV (134).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

==
—

Figura 5. Ensayo de amplificacion de la regién V3. Carril 1) estandar de tamafio molecular.
2) pBH10. 3) MXC14-1/M. 4) MXC23/S, 5) MXC20-1/S. 6} MXC20-1/M. 7) MXP42m/icoc. 8)
MXP42p/coc, 8 MXP4IM. 10) MXP4/S. 11) MXP5/M. 12) estandar de tamafio 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 nucledtidos de large, con
una media de 217 pb. Los productos de la traduccién tienen longitudes de 43 a 87
aminoacidos, con una media de 71 residuos. En todos los casos se obtuvo la se-
cuencia completa de la region V3, entre las cisteinas 301 y 336 segtin la secuen-
cia del HTLVIIIb/LAV y un minimo de 11 residuos antes y 7 después de la misma.

En la figura 6 se observa una autoradiografia con los resuitados de un ensayo de
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Como control en los ensayos de amplificacién y secuenciacién se utilizé
una clona molecular del virus HTLV-IIIb/LAV, contenida en el plasmido pBH10.
Este se obtuvo al insertar el genoma casi completo del HTLVIIb/LAV (menos 450
pb del LTR &') dentro del vector pSP64. El pBH10 nos fue proporcionada por el
Medical Research Council de Inglaterra. Los resuitados obtenidos con nuestros
aislados y con la cepa prototipo se compararon entre siy con las secuencias con-
senso de V3 reportadas para diferentes regiones geograficas, 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 hemofilicos. Los aislados, obtenidos por co-cultivo
en CMPH, fueron posteriormente establecidos en lineas celulares linfocitarias. De
P4 se secuenciaron 2 variantes, establecidas en células Molt (MXP4/M) y en célu-
las Sup T1 (MXP4/S) respectivamente, a partir del co-cuitivo original. De P5 se
secuencio el cultivo establecido en células Molt (MXP 5/M).

Ei aislado C20-1 proviene de un paciente infectado por via sexual, aunque
debe considerarse que a este paciente le transmitié el virus alguien infectado por
transfusion sanguinea, En este caso se secuencid el DNA proveniente de las va-
riantes establecidas en células SupT1 (MXC20-1/S) y Molt (MXC20-1/M).

Los aislados C14-1 y C23 son de pacientes infectados por via sanguinea.
El de C14-1 se establecio en células Molt (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 transmitid heterosexualmente la infeccién a P42m. los vi-
rus secuenciados en este caso son aislados primarios, todavia 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 alineacién de las secuencias
de los 7 aislados obtenidas en este estudio. La comparacion se realizd con el me-
ntG CLUSTAL del programa PC-GENE (version 7.5).

Panel A: Regiin smino tarminai,
B 1k B 47 8 -
7,

N 1213 15

EREEEEEE:]

04 ATA MMM DM DI B BAI BT AS DN RTINS
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- < wux

Tabla 2. Alineaclén de las secuencias de aminoaclidos de 1a regidn V3 de los alslados mexi-
canos, tomando como referencia la secuencia del prototipo HIV-1 (lIB/LAV (pBH10). Las
areas sombreadas indican aminoacidos similares al vitus prototipo.

Para fines practicos, en el presente trabajo se numeraron del 1 al 38 los
aminoacidos de V3 entre ambas cisteinas (panel B). En la region anterior {panel
A) utilizamos ntimeros negativos y en la posterior {panel C) ndmeros con signo
positivo.

En la parte amino terminal (A) encontramos algunas diferencias en ami-
nodcidos al comparar contra el virus prototipo, sin embargo, podemos considerar

a esta como una regién semiconservada,
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En la regidn carboxilo terminal (C), después de la segunda cisteina de V3
se observa una mayer cantidad de diferencias en aminoacidos al comparar contra
el prototipo, lo que nos indica que esta region es altamente variable en los HIV,

Las longitudes en aminoacidos de la regién 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 aminoacidos CTRPNNNTRK. En esta zona,
MXP4/M solamente tiene 2 cambios de aminodcidos: N—»D y Tl en las posicio-
nes 7 y 8, mientras MXPS5 tiene los cambios TV y T—l en 2 y 8 respectivamente.
La segunda regian conservada es la parte central de V3, con los aminoacidos
GPGRA. Conforme nos desplazamos del extremo amino al extremo carboxilo, se
observa un aumento en la variacion de la secuencia de aminoacidos. Esto se ha-
ce evidente al graficar el ndmero de aislados con aminodcido diferente al prototi-

po en cada posicion de V3 como se observa en la figura 7.
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Figura 7. Variabilidad de cada aminoécido de V3 en las secuencias del presente trabajo. Se
graficé el nimero de aislados con aa diferente al virus INB/LAV (pBH10) en cada posicion.
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5) Homologia en la region V3:

En la tabla 3 se presentan como porcentajes de similitud en aminoacidos,
los resultados del analisis de la homologia en la region V3 entre las diferentes
secuencias. Este se realizé con el mend PALIGN del PC-GENE, en el cual se
comparan por parejas las diferentes secuencias entre si y se registran los porcen-
tajes de simiiitud resuitantes.

Entre |as secuencias de los aislados, los porcentajes de similitud van desde
el 47% (MXP42p/MXP5) al 84.8% (MXC14-1/MXC23). Las similitudes mas altas
(>85%) se encontraron al comparar las secuencias de MXC14-1 y MXC23 con la
del pBH10. En promedio ia homologia en esta region en los aislados mexicanos

fue del 61,4%.

MXC14-1 916

MxC23 85.7 848 .

MXC20-1 74.3 75.8 52,8

MXP42m 714 72.7 714 8.6

MXP42p 616 6.7 68.6 68.6 82.9

MXP 47N 58.8 51.5 50.0 56.8 52.9 50.0

MXP5/M 52.9 48.5 50.0 500 500 47.0 588 |
PBHI0 | MXC14-1 | MXC23 | MXC20-1 | MXPazm | MXP4zp | MXP4/M

Tabla 3, Porcentajes de homoiogia en la secuencia de aminoacidos de V3 entre los diferen-
tes aislados.

6) Relaciones entre las secuencias V3:

Utilizando el menli CLUSTAL del PC-GENE, realizamos un analisis de las
relaciones entre las secuencias de los virus mexicanos. Esto nos permitio la for-
macion de 3 grupos, dependiendo de las similitudes entre ellas. Por un lado, unoc
formado con ia secuencia del pBH10 y las de los aislados MXC14-1/M y
MXC23/S. En el segundo grupo estan: MXC20-1/S; MXP42m/coc y MXP42p/coc,
los tres son virus derivados de infeccidnes por transmisién 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).
’__(: pBH10
MXC14-1/M

MXC23/S

MXC20-1/S

MXP42micoc

MXP42plcoc

MXP5IM

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 nive! mundial segtin la base de datos de
retrovirus humanos (134), aunque el nimero 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 nimero de secuencias de virus de otras regiones es
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mucheo menor. Los diferentes subtipos y el nlimero de secuencias de cada uno de
ellos son los siguientes: '
SUBTIPO N°DE SECUENCIAS ORIGEN

A 71 Africa centrai y el Oeste de Africa

B 186 América, Europa y Asia

[ 28 Sur de Africa, Africa central y la India
D 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 nucleotidico, 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 mas genotipos se ha formado el “Subtipo U", de
virus “no clasificables” '

Aln con la limitante de que el tamafic de las secuencias obtenidas en el
presente estudio no es el 6ptimo para realizar estudios filogenéticos con aito indi-
ce de confiabilidad, se determind 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 analisis 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 MXP42picoc, se distribuyeron entre los subtipos consenso. El
MXP42m se calocd en una posicion intermedia entre los genotipos D (Africa cen-
tral y Tailandia) y E (Africa central), mientras que MXP42p quedd cercano al ge-
notipo D.

L.as secuencias de los otros aislados MXC 14-1/M, MXG23/S, que formaron
un grupo con la dei pBH10, asi como las secuencias de MXP4/M, y MXP5/M en
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otro grupo, se incluyen dentro de los denominados virus no clasificabies (134), ya

que no pudieron agruparse con ninguno de los genotipos consenso.

:
E.
-[mMxP4zm/coc]
— D

! MXP42p/coc l
PBH10
{mxc1a-1m |

MXG23/8
{mxpsm |

MXP4/Mm

Ftgura 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 poblacién heterogénea de virus, ya que un individuo no tiene un solo
tipo viral, sino una mezcla, producto de la variabilidad caracteristica 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 secuenciacion directa de estos
productos de PCR, es comtin encontrar bandas en mas de un carril, en la misma
posicion en el gel de secuencia. La presencia de tales bandas refleja el nivel de
heterogeneidad viral en cada cultivo.

Se realizé un andlisis de la presencia de secuencias aiternativas a la se-
cuencia principal de cada aislado, registrando las bandas de menor intensidad
que se presentaban en la misma posicion a las de sefal mas intensa en la placa
de autoradiografia, sustituyendo en la secuencia principal estas bases y realizan-
do la traduccion.

En fa tabla 4 se presenta la alineacion de [a secuencias principal y alterna-
tiva de cada aislado. Este analisis permite observar que los cultivos estan 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 infeccioso, ya que en algunas secuencias aiternativas encon-
tramos codones de término para la traduccién en la fase de lectura. También, ob-
servamos que hacia la region carboxilo terminal es en donde se encuentra una
mayor variacion en aminodcidos entre las secuencias principal y alternativa.

MPIM principal CTRPHNNDI1 KIRHI HI GPGRAFYTI RNTGHN) RPYC
Momatva € E » 1 o v o Roo s+ v v o o o n o = u a s o RT « « o o o o va . c
WPsM prpd CYVRPHND I KIARHI Kl QPO FYR LLOVAVLEVHE
erue € o o o o+ e = o P R + 6+ +« 2L S-Wa ¥ ¢ v s o - = YEC
MCUM pwegdl CTRPNNNTRXSt RIQROGPORAFVTIGNMRQANG
Mamat v e s s TRAR - - 7 ¢ o = Re G- o i cew lenle o @G
WC20US pidel € T RPHHNNTRKSI HI GPORAWY ATGQI-1.0D IR He -
P e+ Re » =« Re o o s HS+ o Laoo¥.oal N e
WCZVS  pwe CTRPHNNMNTRKG! RIQROGPORAFVTIVKRGY BEQaAaHnc
Moata € - . - o - - o T cKEE - LYY .4 e o ReITE.-TE
WRGmcoe pid C T RPHNMNTRKG! YI GPORAVY TTGRI HRRYLEAHC
samutve € - « R+ o %5 o 7 74 o « « « Rea = « ENS S+ « e a2 s s v e = = €
MPagcos pipd CTRPNNNTRKGI YI GPORAVYTSWLVYVVTODI I LAHNWG
wamitva € + - + + c = 2 75+ c Re Re » ToME4+ + ¥YSao-<C=Roa=-C

Tabla 4. Alineacién de las secuencias principal y alternativa de cada aislado. Las diferen-
cias entre ambas secuencias se seilalan con la letra del aminoacido correspondiente y los
codones de termino en fase con signe de interrogacién,
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Aparte de analizar la presencia de bandas alternativas en las secuencias,

la heterogeneidad viral en estos cuitivos se estudis por:

a) Seleccian de virus en diferentes lineas celulares.

Después de realizar el aislamiento de virus del paciente P4 por cocultivo,
se infectaron las lineas celulares SupT1 y Molt de manera independiente con la
totalidad de los virus presentes en dicho cocuitivo y se obtuvieron las variantes
MXP4/S y MXP4/M del aisiado. En la tabla § se presenta a alineacién de las se-
cuencias de aminodcidos 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 aminoacido, de Treonina por Ac. Glutamico (T—E) en la secuencia principal
respecto a la alternativa. Mientras que el aminoacido E, se encuentra en ias se-
cuencias principal y aiternativa de la variante en células Sup T1. Por otro lado, en
la posicién 23 encontramos otro cambio de aminoécido, treonina por alanina
(T—A) en la secuencia principal de las variantes de P4. La T, que es principal en
el cultvo en Malt, es alternativa en Sup T1.

Estos resultados sugieren que en los cultives existen poblaciones viraies

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

rentes células.

TR TyR K Y RIS

(AP - ST -

Tabla 8. Comparacién de las secuenclas principal y alternativa de V3 en las variantes
MXPA4IM y MXP4/S. Las regiones sombreadas indican los aminodcidos comunes a ambas
secuencias principales. Las diferencias entre cada secuencia principal y su alternativa se
indican con la letra del aminoacido correspondiente,

b} Clonacion biolégica de los virus presentes en un cultivo.

Se obtuvieron distintas clonas biolégicas por dilucion limitante del cultivo
de MXP4/S, produciéndose cultivos tedricamente derivados de una sola célula.
Considerande que una célula se infecta con un solo virus, estos contendrian un

solo tipo viral. Se extrajo DNA del cultivo original y de cada una de ias clonas ob-
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tenidas, se realizaron ensayos de amplificacion y se obtuvieron las secuencias de
la region V3 de las vaéiantes: MXP4/Ser, MXP4/S,,, MXP4/S,, y MXP4/S, . En la
tabla 6 se hace una comparacion de estas. Solamente en una de las cionas en-
contramos aminoacidos que se presentaron como alternativos en la secuencia del
cultivo original. Como se puede cbservar, la secuencia de MXP4/Sc. tiene [os
aminoacidos {soleucina () y Aspartico (D) en las posiciones 25 y 28 respectiva-
mente, mismos que se encuentran como alternativos en la secuencia de! cuitivo
original. Por otro lado, podemos mencionar que existe mucha variacion en V3 alin
en las clonas, principalmente en la regidn carboxile teminal.

MXP4IS o

MXP4/Scyy
IMXP4/Sc
MXP4/Scys

Tabla 6. Alineacién de las secuencias V3 del aislado MXP4/S original y la de 3 clonas bjo-
i6gicas de este cultivo. De MXP4/S,,; obtuvimos una secuencia principal y una alternativa,
segtn se describié anteriormente, de las clonas una sola secuencia. Las dreas sombreadas
indican aminoacidos comunes a todas las secuencias.

¢©) Variacion durante el tiempo de cultivo.

Esta reportado que a lo largo del tiempo, los HIV evolucionan genotipica y
fenotipicamente in vivo. Para probar si estos cambios también se producen en las
variantes virales establecidas en cultivo, se determind la secuencia de DNA a di-
ferentes tiempos en el cultivo MXC20-1/S. De este aislado se tomaron células pa-
ra realizar extraccién de DNA en 3 ocasiones, con 18 meses de tiempo transcurri-
do entre la primera y la dltima muestra (MXC20-1/Sgy, MXC20-1/8gy y MXC20-
1/Sg,). Ademas el virus que se producia en el cultivo en 1990 se empled para
infectar células de fa linea Moit y obtener el aislado MXC20-1/Mg,, del cual tam-
bién se extrajo DNA y se realizaron ensayos para obtener la secuencia de V3,

En la alineacién de las secuencias V3, de las variantes de este cultivo ob-
tenidas a lo largo de 18 meses (tabla 7), se puede observar que los cambios du-
rante este tiempo son minimos. En el cultivo establecido en células Sup T1, sola-

mente encontramos un aminoacido diferente, en la posicion 25 (Q por K), entre la
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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 ofra linea celular, se introduce un factor de selec-
cion importante, lo cual se refleja en un numero mayor de cambios en V3, en los
virus que crecen en estas células, Al comparar la secuencia de! virus crecido en
SupT1, contra la dei de células Molt, encontramos que cambian 4 aminoécidqs,

los cambios son: S—R en posicion 11; A-V en 22; T-»K en 23 y H—D en 34,

MXC201/Se0
MXC201/S s,
MXC201/S52
MXC201/Mes _GET

Tabla 7. Comparacién de las secuencias obtenidas det virus aislade de! paciente G20-1 a lo
largo de 18 meses de cuitivo y en 2 lineas celulares.

9) Determinantes antigenicos en las secuencias:
Utilizando el meni ANTIGEN del PC GENE se realizd el andlisis tedrico de

la presencia de determinantes antigénicos en estas secuencias. E| andlisis, desa-
rrollado por Hops y Woods (135), esta basado en asignar un valor de hidrofilici-
dad a cada aminoécido, abteniéndose 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 proteinas, determinados tedrica y
experimentaimente. Estos autores reportan que los indices de valor mayor en una
secuencia problema correlacionan 100% con determinantes antigénicos conoci-
dos. El analisis con este programa nos permite obtener los 3 principales epitopos
de una secuencia particular. Asumimos que los epitopos cuyo indice es mayor
que 1.0 tienen una probabilidad del 100% de ser determinantes reales y en los
epitopos con valor inferfor 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 sefialan con areas sombreadas las re-

giones cuyo indice de hidrofilicidad resulté mayor que 1.0, por lo cual pueden
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considerarse epitopos reales. También se muestra una regién en las variantes de
MXP4 y-MXC20-1, alrededor de la primera Cisteina (aminoécidos enmarcados),
con epitopos cuyo indice de hidrofilicidad es 0.97, suficientemente alto para con-
siderarios con probabilidad de ser antigénicos.

Antes de V3 (pane!l A), solamente encontramos un sitio antigénico en la
secuencia de MXP4/Sc.., entre los aminoacidos -18 a -13. En la region posterior a
V3 (panel C) encontramos epitopos inmunogénicos en las secuencias de pBH10
(+15 a +20), MXC20-1/Sg ¥y MXC20-1/Mso (+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 tienen el epitopo sobrelapade NNTRKS, y pBH10, MXC14-1, MXC23 un
tercer epitopo sobrelapado con los anteriores, que es TRKSIR, ademas de el
epitope 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 epito-
pos antigénicos en esta regién. Observamos que la zona entre la primera cisteina
y la secuencia GPGRAF es muy inmunogénica ya que en ella, del total de 15 se-
cuencias, 14 tuvieron epitopos predecibles.

Ademas de los sitios antigénicos con indices mayores a 1.0, con este ana-
lisis se obtuvieron una serie de probables epitopos antigénicos cuyos indices de
hidrofilicidad resuitaron de menor valor (0.65 a 0.97). Enlre estos, se encontrd
una region (entre los amincdcidos -3 a 3) de las variantes de los aislados MXC20-
1y MXP4, que se observan como aminoacidos enmarcados en |a tabla 8 e involu-
cran a la primera cisteina de V3, cuyos indices de hidrofilicidad son 0.97. En hase
a esto, también esperariamos 2 patrones de neutralizacion para estos aislados.
Uno de sueros reactivos contra el epitopo EIDCTR de las variantes de MXC20-1y
otro de sueros reactivos con el epitopo DITCER, que neutralizaria a las variantes
de MXP4,

En una de las secuencias no encontramos ningan sitio antigénico predeci-

ble, esto es, en el aislado MXP5/M el hexapéptido con mayor indice de hidrofilici-
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Tabta 8. Determinantes antigénicos. Las dreas sombreadas indican los sitios antigénicos
con indice de hidrofilicldad mayor que 1.0, los aminoacldos enmarcados seiialan epitopos

con indices de 0.97.
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DISCUSION:

Este es el primer trabajo en México que aborda e| estudio a nivel molecular
de los virus de inmunodeficiencia humana. Nuestro interés fue obtener la se-
cuencia de nucledtidos, para inferir y caracterizar la secuencia de aminoacidos de
la regién V3 de la gp120 de algunos virus aisiados de pacientes mexicanos.

V3 tiene gran importancia funcional durante el ciclo infeccioso, ademas de
que en ella se encuentra el dominio principal de neutralizacion de estos virus, por
lo cual esta siendo objeto de numerosos estudios, ya que puede ser importante
para el desarrollc de unia vacuna preventiva contra la infeccion 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 nimere como en el tipo de
aminoacidos. El extremo carboxilo de esta region posterior a la parte central, pre-
sentd un nivel de variacion mayor que el extremo amino, En otros aislados repor-
tados y en las secuencias de |a base de datos de Los Alamos también se encuen-
tra mayor variacién hacia el extremo carboxiio (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 infeccién de
cultivos celulares, de forma rutinaria, con algunos de estos aislados. Sin embargo,
tales variaciones podrian incidir en las diferencias en ei patren de neutralizacion
que se observa al intentar neutralizar los virus con distintos sueros (Amalia Bar-
quet comunicacion personal).

La region V3 es un dominio de alta variabilidad, sin embargo existen dos
regiones muy conservadas en estos aislados: la zona adyacente a la primera
cisteina con los aminoacidos CTRPNNNTRK vy la parte central, en donde todos
los aislados tienen la secuencia GPGRA. Esta reportado que la region central
estd muy conservada entre diferentes aislados. También, que las regiones adya-
centes a las cisteinas son poco variabies (123, 137). Sin embargo, en nuestras
secuencias, la regidn posterior a la secuencia GPGRA, y la segunda cisteina re-
suité de una gran variacién en aminoécidos.

Estudiando ios niveles de homologia 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-
INb/LAV. En ellas observamos fos aminodcidos Glutamina y Arginina (QR), antes
de la parte central GPGRA, Estos dos residuos solo se han encontrado a nivel
mundial, en esa posicidn, en el virus prototipo HTLV-iIb/LAV v 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 laberatorio. En un segundo grupo se ubicaron los aisla-
dos MXC20-1, MXP42m y MXP42p, todos ellos transmitidos sexualmente en los
individuos de quienes se aislaron. Al tercer grupo pertenecen; el aislade MXP4 (y
sus clonas bioldgicas) y MXP5, estos dos aislados se obluvieron 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 agrupo 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 estan relacionadas con los subtipos D y E caracteristicos de virus
aislados de Africa central y Tailandia. Esta aparente relacién y la no agrupacién
del resto de los aislados con alguno de los subtipos reportados pueden deberse a
gue en el analisis intentamos establecer relaciones filogenéticas con longuitudes
de secuencias que no son las optimas. 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 comun en
las secuencias del genotipo B, en cambio en los otros genotipos no lo es tanto.
Como se puede observar en la comparacion de la tabla 9, mundialmente existen
mas secuencias con el tetrapéptido GPGQ (164/410) entre todos los genotipos,
que secuencias con GPGR (145/410). Estos datos nos hacen pensar que todos
los aistados mexicanos podrian pertenecer al subtipo B, pero para establecer con
mas confiabilidad esta relacion, es necesario obtener secuencias de mayor longi-

tud (134).

PEPTIDO SuUB-A SUB-B SUB-C | SUB-D | SUB-E | SUB-F | SUB-U TOTAL
GPGR 5 118 0 14 4 1 45
GPGQ 58 10 28 16 38 9 64
OTRO 7 58 0 34 0 o] 01
TOTAL 71 186 28 64 42 10 410

Tahla 9. Distribucidn de los 2 principales tetrapéptidos de la parte central, entre los diferen-
tes subtipos, en las 410 secuencias V3 de la base de datos de Los Alamas pubiicadas en el
compendio de 1993,

En nuestro estudio también encontramos que los cultivos estan formados
por numerosas poblaciones de variantes virales genéticamente diferentes. Con el
andlisis de la presencia de bandas alternativas en los ensayos de secuenciacién
directa de los productos de PCR y la traduccion de estas secuencias allernativas,
podemos tener una estimacion aproximada del nivel de heterogeneidad en los
cultivos virales. Sin embargo el método no nos proporciona informacion sobre to-
das las poblaciones virales ni datos suficientes de ios virus menos representados
en un cultivo heterogéneo.

Al infectar de manera independiente [as iineas celulares Molt y SupT1 con
los virus del cocultivo del paciente P4, se obtuvieron 2 variantes diferentes en su
secuencia V3, sin embargo, ambos tienen caracteristicas biologicas similares en
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cultivo ya que son virus clasificados como altos/rapidos y formadores de sincicios
(Maria del Carmen Basualdo, comunicacién personal).

Realizando dilucion limitante del cuitivo MXP4/S, para obtener clonas bio-
légicas, encontramos que el cultivo de la clona 2 (MXP4/Sc.2) tiene en su se-
cuencia algunos aminoacidos que se encontraban como alternativos en el cuitive
establecido originalmente. Por estos resultados podemos decir que las secuen-
cias V3 de los virus poco representados en un cuitivo, pueden ser expresados en
cultivos en condiciones diferentes. Por otra parte, en las secuencias de las clonas
encontramos un gran ndmero de aminoacidos 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 estan 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 de! aislado MXC20-1/S nos permitieron estudiar cambios a lo largo
del tiempo. Encontramos que los virus ya adaptados a crecer en una finea celular
determinada, permanecen muy estables genéticamente. Sin embargo, con una
linea celular diferente introducimos una variante mas, 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 prediccion de los epitopos an-
tigénicos en las secuencias V3 de HIV-1 aislados de pacientes mexicanos. Com-
parando estos epitopos, se puede proponer Ia clasificacién en diversos grupos de
los aislados. Por ejemplo; el prototipo HTLV-IIb/LAV y los aislados MXC14-1 y
MXC23, que tienen el epitopo QRGPGR, estan relacionados antigenicamente
Ademas, estas tres secuencias comparten el epitopo de neutralizacion NNNTRK
con los aislados MXC20-1 MXP42m y MXP42p, lo que podria indicar que pertene-
cen a un mismo subtipo de neutralizacién. Sin embargo, el aislado MXP4 y sus
variantes tienen el epitopo ERPNND, por lo cual esperariamos un patrén de neu-
tralizacidn diferente que en el caso de los virus anteriores, y otro mas en MXP5,
en el cual no encontramos un epitopo predecible.

Los estudios de Laman y cols. (138) y Warren y cols. (140) proporcionan
evidencia experimental de la antigenicidad de los epitopos descritos en nuestro
trabajo, ya que reportan anticuerpos monoclonales y policlonales humanos reacti-
vos, contra péptidos de 1a gp120 de algunas cepas de HIV, que involucran domi-
nios dentro de la region V3. En el trabajo de Laman y cols. se mapearon los sitios
de unidn 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 aminodacidos, pero no de-
finen el sitio exacto de union de los anticuerpos. Sin embargo, el péptido basado
en la secuencia del virus prototipo IB/LAV utilizado por estos autores, inciuye el
dominio TRPNNN, el mismo que fue obtenido por prediccion en varias de nues-
tras secuencias.
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Encontramos que las relaciones filogenéticas se reflejan en los perfiles an-
tigénicos tedricos, ya que los virus que formaron un grupo en el analisis filogené-
tico, comparten los sitios antigénicos predecibles.

Un aspecto que no hemos abordado, pero de interés, es el de la bisqueda
de sitios inductores de respuesta citotéxica en V3. Warren y Thomas (141) repor-
taron un epitopo inductor de respuesta citotdxica en murinos, el cual involucra los
aminoacidos RQAHCNISRAKWNNT, de la parte carboxiio de la region V3 del vi-
rus IIB/LAV. En otro estudio, Sastry y cols. (142) reportaron que el péptido
RIQRGPGRAFVTIGK también induce respuesta citotdxica. Sin embargo, al anali-
zar las secuencias de los aislados mexicanos, ninguna de ellas comparte exacta-
mente los mismos aminoacidos que conforman estos epitopos de respuesta ceiu-
lar. por lo cual no sabemos si estos aislados pueden inducir tal respuesta.

Resumiendo la discusidn de los resultados, este es el primer trabajo de
caracterizacion a nivel molecular muy fino, de una regidn del genoma viral de HIV-
1 aislados en México, con lo cual intentamos una aproximacion a ubicar estos vi-
rus en el contexto mundial. Sin embargo, estamos concientes de algunas limitan-
tes para lograr una clasificacion muy acertada, como son el hecho de que el ni-
mero de aislados secuenciados es todavia relativamente pequefic, ademas de
que por la metodologia utilizada las secuencias obtenidas son muy cortas, lo cual
no es lo 6ptimo para estudios de relaciones filogenéticas.

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

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

2.E! analisis de las relaciones entre estas secuencias reveld tres
grupos de virus:

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

b) EI grupo formado por los tres virus aislados de individuos
infectados por transmisién sexual; MXC20-1/S, MXP42pS vy
MXP42m/S.

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

3. La secuencia de aminoacidos de la regidn 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 andlisis de secuencias aiternativas y la obtencidn de clonas
biolégicas mostraron la alta heterogeneidad genomica de los vi-
rus presentes en un cuitivo,

5, Los grupos que se forman por el analisis 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 neutralizacion tedricos para estos virus, segun la reactividad
de sueros de pacientes contra los epitopos: a) QRGPGR b)
NNNTRK ¢) ERPNND. Ademas de un virus (MXP5/M) sin epitopo
de neutralizacion en V3
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