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2. Intfroduccién

En 1981 aparecieron los primeros informes donde se describi® a un grupo de jovenes
homosexuales con enfermedades raras tales como sarcoma de Kaposi, neumonia por
Pneumocystis carinii y linfadenopatia persistente que se asociaron con una deficiencia de
linfocitos T CD4+. Las observaciones iniciales de estas patologias sugirieron que se trataba de
un retrovirus similar a dos retrovirus descubiertos previamente, el HTLV-1 y el HTLV-2 (Virus de
Leucemia Humana de Célula T fipo 1 y tipo 2) que eran conocidos por infectar
preferencialmente linfocitos T CD4+ y causar leucemia (Carrillo-Maravilla y Villegas-Jiménez,
2004). En 1983, Luc Montagnier del Instituto Pasteur y su grupo, aqislaron un retrovirus al que
denominaron LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) e identificaron la asociacion de este
virus con el SIDA (Barré-Sinoussi y cols., 1983). Un ano después, este mismo grupo e
investigadores del NIH (National Insfitutes of Health) en EUA, dirigidos por Robert C. Gallo,
publicaron los escritos en los cuales se establecid con evidencia virolégica y epidemioldgica
que el virus ahora conocido como Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) era el agente

causal del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (Gallo, 2002a; Montagnier, 2002).

2.1 Caracteristicas Generales del VIH-1

2.1.1 Epidemiologia

A pesar de las recientes mejoras en el campo del fratamiento antirretroviral y la atencidn en
muchas regiones del mundo, en 2005 la epidemia del SIDA acabd con la vida de 3,1 millones
de personas (UNAIDS, 2005). En esta misma fuente se reporta que el nimero total de personas
que viven con el VIH ha alcanzado su nivel mads alto, se estima que 40,3 millones de personas
han sido infectadas con el VIH y cerca de 5 millones contrajeron el virus en 2005. La
prevalencia nacional del VIH en la poblacidn adulta de México ha permanecido muy por
debagjo del 1%, pero la epidemia presenta tendencias variadas. Hasta el 15 de noviembre de
2005, en México se registraron 98,933 casos de SIDA. Del total de personas infectadas con VIH
por tipo de poblacidn, el 57% se trata de hombres que fienen sexo con hombres; 23% son
mujeres; 14% hombres heterosexuales; 2% mujeres trabajadoras sexuales; 2% personas que
viven en prision; 1% son usuarios de drogas inyectadas y 1% de trabajadores sexuales
masculinos. Los casos nuevos registrados durante este ano fueron 4,963 (79% corresponden a
hombres y 21% a mujeres), de los cuales, la transmision del 97% de los casos fue por via sexual
sin uso de condoén; 2% perinatal y 1% por uso de drogas inyectadas. Los 10 estados con el
mayor numero de casos acumulados de SIDA, registrados al 15 de noviembre de 2005 fueron:
el Distrito Federal con 19,528 casos; el Estado de México con 10,569; Veracruz 8,923, seguido de
Jalisco, Puebla, Baja California, Guerrero, Chiapas, Oaxaca y Michoacdn. De acuerdo al

programa de acceso universal gratuito de antirretrovirales implementado en nuestro pais, al
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finalizar 2005, 31,000 personas con VIH/SIDA contaban con tratamiento antirretroviral (Instituto
Nacional de Salud Pdblica, 2005).

2.1.2 Origenes del VIH-1

El Virus de Inmunodeficiencia Humana es un retfrovirus que pertenece a la familia de los
lentivirus. Actualmente se reconocen dos variantes: VIH-1 y VIH-2. Ambos virus son muy
semejantes, sin embargo, difieren con respecto al peso molecular de sus proteinas, asi como
en los genes de proteinas accesorias. El VIH-2 estd genéticamente mas relacionado al Virus de
Inmunodeficiencia Simia (SIV) encontrado en el mono gris africano (sooty mangabeys, SIVsm).
Tanto el VIH-T como el VIH-2 se replican en células T CD4+ y son considerados como
patogénicos en personas infectadas, aunque el estado de inmunodeficiencia puede ser
menos grave en individuos infectados con VIH-2 (Hanh y cols., 2000). Se ha propuesto que el
VIH tiene su origen a partir de la transmision del SIV a humanos (Hillis y cols., 2000). Se estima
que el dltimo ancestro comun del VIH-1 grupo M, data de 1931, época en la que se identifica
el comienzo de la diversificacion del lingje viral en humanos después de la transmision de un
reservorio presente en el chimpancé Pan froglodytes troglodytes en Africa Central (Gao y cols.,
1999; Korber y cols., 2000; Hillis y cols., 2000; Gisselquist, 2003). Debido a que los chimpancés
eran cazados para la alimentacion, probablemente la transmision entre especies ocurrid de
esta manera (Fauci, 2003).

Actualmente se conocen tres grupos filogenéticos del VIH-1, M (main), O (outlien), y N (non M,
non-O). La mayoria de las infecciones en una escala global son causadas por virus del grupo
M. Dentro del grupo M, se reconocen nueve subtipos, identificados por las letras A-D, F-H, J y K.
Los virus del grupo O estdn limitados a infectar personas que viven en Africa Central,
principalmente Camerdn. La diversificacion inicial del grupo M pudo haber ocurrido dentro o
cerca del territorio de la Republica Democratica de Congo (Vidal y cols., 2000), donde se han
documentado los casos de infeccidn de VIH-1 mds tempranos (1959). De acuerdo a estudios
recientes, las formas genéticas prevalentes del VIH-1 son los subtipos, A, B y C. Muchas
infecciones en paises de la parte sur de Africa, India y Etiopia son causadas por el subtipo C,
que también circula en forma menor en Brasil y Rusia. Los virus del subtipo A son
predominantes en dreas del centro y este de Africa (Kenia, Uganda, Tanzania y Rwanda) y en
paises del este de Europa. El subtipo B es la principal forma genética en el oeste y centro de
Europa, América y Australia, y es también comudn en varios paises del sureste de Asia y norte de
Africa. Otra forma genética menos prevalente del VIH-1, pero comdn en una escala mads
localizada es el subtipo D, distribuido principalmente en el este de Africa (Uganda, Tanzania y
Kenia); predominante en Rumania y encontrado en una minoria en individuos infectados con

VIH-1 en Brasil; el subtipo G circula en el oeste y centro de Africa, con una prevalencia mayor



en Nigeria, fambién en Portugal y noroeste de Espana. Los virus H, J y K circulan en forma

menor en Africa Central (Thomson y cols., 2002).

2.1.3 Estructura del VIH-1

El VIH es un retrovirus esférico de entre 100-120nm de didmetro. Esta forma viene determinada
por tres capas concéntricas: una bicapa lipidica externa derivada de la célula del hospedero,
constituida por la insercion de moléculas del MHC clase | y glicoproteinas (gp) virales
constituidas por trimeros de gp120 (en la superficie) y gpdl (fransmembranal). La siguiente
estructura es una matriz esférica formada por la polimerizacion de mondmeros de la proteina
17 (017) y una Ultima capa que es la capside, constituida por la proteina 24 (p24) que rodea la
nucleocdpside, la cual contiene dos cadenas de ARN, la transcriptasa reversa (RT), la proteasa
viral (PR) y la integrasa (IN) (fig. 1) (Galicia y cols., 2002; Soto-Ramirez, 2004).

gpl120

Membrana

Matriz

Transcriptasa
reversa

Nucleocdpside

Figura 1. Estructura del VIH. La bicapa lipidica es de origen celular e incluye trimeros de gp4l y gp120.
Las proteinas estructurales que forman el core son la matriz (MA o p17), la cdpside (CA o p24) y la
nucleocdpside (NC o p7) que contiene el ARN y la RT. (www.niaid.nih.gov)

2.1.4 Organizacion del genoma viral
Existen genes encargados de codificar los componentes de la particula viral (genes
estructurales) y de regular la expresion de los mismos (genes reguladores). Los tres genes

principales, que codifican las proteinas respectivas correspondientes a los antigenos internos,



son comunes a todos los retrovirus y son los que se denominan gag, pol y env: gag significa
antigeno de grupo (group antigen), pol representa polimerasa y env es envoltura. El esquema
cldasico de la estructura de un genoma retroviral contfiene: 5°LTR-gag-pol-env-LTR 3” (fig. 2). Las
regiones LIR (long ferminal repeat, (secuencias terminales largas repetidas)) representan dos
porciones ferminales del genoma viral que no codifican para ninguna proteina, sin embargo,
su funcién estd infimamente relacionada con la replicacién viral. El LTR 5” estd involucrado en
los procesos de inicio y regulacion de la transcripcidn viral, mientras que el LTR 3” participa en
procesos post-tfranscripcionales, tales como la poliadenilacidon y produccidon de transcritos
virales. Cabe mencionar que este extremo estd traslapado con el gen nef (Gomez-Roman y
Soler-Claudin, 2000). De los genes estructurales, el gen gag codifica las proteinas de la
cdpside, matriz y nucleocdpside; las cuales son derivadas de la degradacién proteolitica del
la proteina Gag. El gen pol codifica fundamentalmente las enzimas RT, PR e IN. Asi como
algunos productos del gen gag, estas proteinas son derivadas de una poliproteina Gag-Pol
que es codificada en diferentes marcos de lectura del genoma del VIH-1 y los dos marcos de
lectura abiertos estan traslapados. El gen env codifica las proteinas de la envoltura viral
(glicoproteina de superficie 120 y la transmembranal, gp4l), estas son producidas por la
degradaciéon de una proteina precursora: gp160. Ademdads, el VIH-1 contiene en su ARN de 9.2
kB, seis genes accesorios (vif, vpu, vpr, taf, rev y nef) que contribuyen a su complejidad

genética (Galicia y cols., 2002; Sleasman y Goodenow, 2003).
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Figura 2. Organizacion del genoma del VIH-1. Se muestran los fres marcos de lectura y pueden
distinguirse cuatro regiones del genoma: (1) LTR; regiones reguladoras localizadas en ambos extremos
de las moléculas de ARN. (2) El gen gag-pol que codifica dos precursores de poliproteinas. La
poliproteina Gag incluye las proteinas de la nucleocdpside, y la poliproteina Gag-Pol comprende
proteinas estructurales y fres enzimas virales: PR, RT e IN. (3) El gen env que codifica la gp160 precusora
de gp41y gpl120. (4) Genes accesorios del VIH-1: tat, rev, nef, vif, vory vpu (modificado de Sierra y cols.,
2005).

Tat y Rev son proteinas reguladoras que se acumulan dentro del ndcleo y se unen a regiones
definidas del ARN viral. La proteina Tat es un potente activador transcripcional de la regidon
promotora de LTR y es esencial para la replicacion viral (Gatignol y Jeang, 2000). Rev activa la
expresion de genes estructurales y enzimdficos e inhibe la produccidén de protfeinas
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reguladoras, por lo tanto promueve la formaciéon de particulas virales maduras (Cullen, 1998).
El producto del gen nefinterviene en las senales apoptoéticas para promover la produccion del
virus. La proteina Nef ademds contribuye a disminuir la funcién inmune de las células
infectadas mediante regulacién negativa de la expresion de moléculas CD4. Nef también
promueve el escape de las células infectadas de los linfocitos T citotdxicos (CTLs) por
regulacion negativa de la expresion de moléculas del MHC clase |. El producto del gen vpr
detiene el ciclo celular de las células infectadas en la fase G2. Vpr también actia como un
promotor principal en la infeccidon en macréfagos (Gallo, 2002b). Vpu es importante en el
proceso de liberacion de los viriones; ademads estd involucrada en el momento en que se
degradan los complejos CD4-gp 160 dentro del reticulo endopldasmico y por lo tanto permite
reciclar gp160 para la formacién de nuevos viriones (Bour y cols., 1995). Vif es importante para
los mecanismos de transporte infracelular de los componentes virales. Los viriones que carecen
de vif pueden ser tfransmitidos de célula a célula, pero no en medios libres de células (Cullen,
1998).

2.1.5 El ciclo de replicacion del VIH-1

2.1.5.1 Células blanco y mecanismo de entfrada

El VIH-1 es capaz de infectar diferentes células del organismo. Sus blancos principales son los
linfocitos T CD4+ y los macrdéfagos aunque es capaz de infectar ofros linfocitos, células
microgliales del cerebro y neuronas, células del intestino y células dendriticas incluyendo las
células de Langerhans, asi como precursores de médula ésea (Soto-Ramirez, 2004). La
infeccién inicia con el atagque de los viriones a la superficie celular mediada por una
interaccidon entre la gp120 (que estd asociada con la gp41 formando frimeros en la superficie
del virus) (fig. 3) y receptores celulares. CD4 es el receptor principal para VIH-1 y los receptores
de guimiocina CCR5 y CXCR4 son los principales correceptores del VIH-1 in vivo. El primero es
expresado en macrdfagos mientras que el segundo se encuentra en linfocitos T. El fropismo
viral estd determinado por el uso del correceptor por lo que las cepas virales se denominan: M-

frépicos o L-frépicos (Gallo, 2002b).



virion

gpl2e

P4l

Ci4 HR2
Ivimiking
sile ‘\
G
Fusion
¥a thomain

Figura 3. Complejo gp120/gp41 del VIH-1. La gp120 se encuentra en la parte externa del virus mientras
que la gp41 es transmembranal. El complejo gp120/gp41 es un frimero unido no covalentemente. Se
sefalan los dominios involucrados en el mecanismo de fusién (Sierra y cols., 2005).

Una vez que el dominio externo de la gp120 se une con la molécula CD4 se inducen cambios
conformacionales en la gp120, de tal forma que se expone el sitio de unidn al correceptor
(presumiblemente el asa V3). La unidén al correceptor induce cambios conformacionales
adicionales en la gp41 que incluyen la exposicidon de su péptido de fusion hidrofébico en el
extremo N-terminal que se desplaza a la membrana de la célula y después se inserta en ella.
Este proceso parece estar mediado en parte por la formacién de una estructura trimérica
helicoidal del dominio HR1 (N-ferminal heptad region) de cada uno de los tres dominios de |la
gp41. La subunidad de la gp41 sufre cambios conformacionales permitiendo que una segunda
region: HR2 (C-terminal heptad region) se empaquete en la superficie de la estructura
frimérica helicoidal formando asi una horquilla (6-helix bundle) que comprende tres dominios
de HR1 en el centro con tres dominios HR2 en la superficie en forma antiparalela (fig. 4) (Moore
y Doms, 2003).
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Dos trimeros

Membrana sepsmemess
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Trimero N Unién al p. Union al correceptor > Fusion de
nativo receptor CD4 (CCR5/CXCR4) membranas
Figura 4. Esquema general de la unién y fusion del VIH-1 con la célula blanco. Ocurre en tres principales
pasos: 1) Unidn de la gp120 a un dominio de la porcidén extracelular del receptor CD4, 2) Unidn al
receptor de quimiocina (CCR5/CXCR4) via cambios conformacionales en la gp120 que exponen su asa

V3 y 3) fusidn de las membranas celular y viral ocasionada por la unién de los dominios HR1 y HR2 de la
gp41 que forman una estructura de horquilla (6-helix bundle) (Moore y Doms, 2003).



2.1.5.2 Eventos post-fusion

Una vez que ocurre la fusion de las membranas, el contenido viral que estd constituido por
proteinas, enzimas y ARN gendmico, es liberado al interior de la célula y el ARN de cadena
sencilla es convertido en el citoplasma a ADN de doble cadena por la enzima RT con regiones
LTR en los extremos. Después de la sintesis del ADN viral, un complejo de preintegracion se
fransporta al ndcleo y el ADN lineal del VIH-1 se infegra al genoma de la célula hospedera
como ADN proviral para usar su maquinaria enzimdtica y poder replicarse. Este paso estd
mediado por la enzima IN. El ADN proviral puede permanecer en estado latente por muchos
anos. La activacion transcripcional del provirus integrado es controlada por complejas
inferacciones entre proteinas reguladoras del VIH-1 y factores de transcripcion celular
regulados a su vez por el estado de activacion de la célula. En este proceso, la proteina Tat
actua estimulondo la elongacion a través de la unidn con el elemento TAR del LTR 5" via su
forma complejada con factores celulares: ciclina T1 y CdK9. Esta unién potencia la elongacion
tfranscripcional (Liou y cols., 2004). El provirus activado produce ARN gendmico y ARNm que a
su vez se fraduce a proteinas virales. El ARN junto con las proteinas, migran a la membrana
celular, donde se ensamblan en nuevos viriones. Después del ensamblaje, los nuevos viriones

formados salen a de la superficie celular para entrar a la circulacion (fig. 5).
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Figura 5. Ciclo de replicacion del VIH-1. El virus entra a la célula después de la unién al receptor CD4 y
receptor de quimiocina (CCR5/CXCR4). Una vez que el contenido es liberado al interior de la célula, el
ARN se franscribe reversamente a ADN de doble cadena que entra al ndcleo donde se integra al
genoma de la célula hospedera. El ADN proviral se franscribe a ARNm que a su vez se fraduce a
proteinas virales. Finalmente, los viriones se ensamblan y salen de la membrana celular (Weiss, 2001).



2.2 Sistema inmune y VIH-1

2.2.1 Historia natural de la infeccion

El curso de la infeccidn por VIH-1 en la mayoria de los individuos sin previo tratamiento con
terapia antirretroviral se ilustra en la figura 6. Se estima que un 40-90% de los pacientes
desarrollan un sindrome retroviral agudo fras unas 2 a 6 semanas después de la exposicion que
se caracteriza por fiebre, fatiga, faringitis, pérdida de peso, sudoraciones nocturnas, sarpullido,
linfadenopatia, mialgias, dolor de cabeza, nduseas y diarrea. El sarpullido y ulceraciones de las
MuUCOsas se asocian a una forma de mononucleosis. El desarrollo de los sinfomas del sindrome
retroviral agudo coincide con una elevada viremia que puede alcanzar niveles de varios
millones de copias que son Mmds altos que en cualquier otro periodo durante la historia natural
de la infeccidn y una reduccidn en la cuenta de linfocitos T CD4+. En respuesta a la viremia
durante la infeccidon aguda, se produce una potente reaccidon en el sistema inmune mediada
principalmente por CILs, que se asocia al control parcial de viremia en esta fase. La
generacion de anticuerpos especificos de VIH-1 frecuentemente se detecta dentro de las
semanas 3-12 de la infeccidn y esta respuesta marca el término de la seroconversion (Kassutto
y Rosenberg, 2004). La mayoria de los anticuerpos iniciales son inducidos por componentes de
las proteinas de envoltura gpl20 y gp4l pero no son neutralizantes. Los anticuerpos
neutralizantes usualmente se generan una vez que la infeccidn estd bien establecida. Después
de varios meses la cuenta de linfocitos T CD4+ se incrementa de forma parcial, normalmente a
valores inferiores del nivel de preinfeccidn y entonces se alcanza el punto fijo (set poinf) que
refleja un balance entre la produccién y destruccion de viriones (Hogan y Hammer 2001a). El
punto fijo viral que usualmente ocurre de 6-12 meses después del inicio de la infecciéon, ha
mostrado estar inversamente correlacionado con el progreso de la enfermedad (Kassutto y
Rosenberg, 2004). A partir de este punto, el individuo infectado entra a una fase asinfomdatica
o de latencia clinica, que generalmente dura varios anos y durante la cual el virus continda
replicdndose en el tejido linfoide a pesar de los niveles indetectables del virus en sangre
periférica (Pantaleo y cols., 1993). Durante esta segunda fase de la enfermedad los individuos
infectados generalmente no presenten manifestaciones clinicas. Asimismno se ha mostrado que
la replicacion viral persiste a través de la infeccidn a una velocidad variable; se producen y
eliminan al menos 1019 viriones por dia en un individuo infectado (Ho y cols., 1995; Wei y cols.,
1995).



Infeccion

Sindrome agudo de VIH

primaria Diseminacién del virus SIDA
Diseminacién a érganos linfoides
72 X Infecciones
Latencia Clinica Oportunistas

1 ,—lr--_---—-b

g 8 infocitos T CD4 Skuon
> Linfocitos +
£ ‘ I it ®e Consﬂtucion#s
o . o,
g 6 * , " Linfocitos
] tt ® . T CDB8+
° » .
2 . v I
\ Carga viral -
T — — — — J - ™ o %
of Anticuerpos
2 [ ] q
. \ neutralizantes
r 4 L
o _— i .‘.
$ 1 ) B 12 M 3 48 60 72 84 9 18 10 132 144

Meses

Figura 6. Curso fipico de la infeccidn por VIH. A tfravés del curso de la infeccidn, el virus se replica y la
inmunodeficiencia progresa constantemente a pesar de la ausencia de sinfomas observada durante el
periodo de latencia clinica. Gradualmente, hay un deterioro de células TCD4+ y un incremento en la
carga viral gue aumenta la susceptibilidad a infecciones oportunistas (modificado de Alimonti y cols.,
2003).

El titulo de anticuerpos especificos de VIH-1 se mantiene prdacticamente constante durante
esta fase. Con el franscurso del fiempo se produce un deterioro gradual del sistema inmunitario
generalmente asociado a la progresiva destruccion de linfocitos T CD4+, que conduce a la
tercera fase llamada crénica o SIDA que se manifiesta inicialmente con sinfomas que incluyen:
fiebre, pérdida de peso, astenia y diarrea por Criptosporium sp. Las manifestaciones clinicas
incluyen principalmente desérdenes gastrointestinales:  colitis; cardiovasculares:  fusion
pericardial, miocarditis, endocarditis y cardiomiopatia dilatada; neurolégicos: encefalopatia,
meningitis aséptica y neuropatia periférica; hematoldgicos: anemia. En esta situacion, el nivel
de linfocitos T CD4+ es un indicador importante del riesgo de enfermedades que definen el
SIDA, entre las que se encuentran infecciones oportunistas tales como candidiasis esofdgica,
neumonia por Pneumocistis carinii, citomegalovirus, tuberculosis, toxoplasmosis y sarcoma de
Kaposi, asi como ciertas neoplasias (Moylett y Shearer, 2002). Esto frecuentemente ocurre con
un rdpido incremento de viremia, una disminucion de células T CD4+ a niveles menores de 200
células/uL y un decremento progresivo de CTLs y anficuerpos neutralizantes (Alimonti y cols.,
2003).

2.2.1.1 Diagnostico
El diagndstico de infeccion por VIH-1 requiere un alfo grado de inspeccidn clinica basada en
los sinftomass e historia de la exposicidon, ademads de las pruebas de laboratorio que confirman el

diagnéstico (Huang y cols., 2005).
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Estan disponibles diferentes pruebas para el diagndstico de la infeccidn primaria por VIH. Estas
son: defeccién de ARN de VIH-1 y antigeno p24, ademads de las pruebas de anticuerpos. De
ellas, la prueba mas sensible es la deteccion en plasma del ARN del VIH-1. La carga viral es
muy alta en pacientes con infecciéon aguda, generalmente excede 1 milldn de copias/mL
(Rosenberg y cols., 2000). La presencia de un bagjo nivel de ARN de VIH-1 en plasma en
pacientes con sinfomas de seroconversion, no excluye la infeccidon aguda pero puede sugerir
un resultado falso positivo. Los resultados falsos positivos a partir de estas pruebas se dan
usualmente en mediciones de menos de 3,000 copias de ARN de VIH-1 en plasma. Los falsos
positivos pueden ser eliminados realizando una repeticion del ensayo con la missna muestra. La
medicion de ARN del VIH-1 en muestras por duplicado da como resultado una sensibilidad y
especificidad del 100%. Para la interpretacidon de pruebas positivas se considera un umbral
>5000 copias/mL (fig. 7) (Hecht y cols., 2002). La identificacion oportuna de la infeccidon
primaria por VIH es importante para los pacientes y para la salud publica por varias razones.
Durante esta fase de la infeccion, los linfocitos T CD4+ son destruidos por el virus, ocasionando
un dano permanente en el sistema inmune. El fratamiento oportuno de la infeccidén puede
ofrecer oportunidades para preservar la respuesta inmune especifica de VIH (Rosenberg y
cols., 2000). El diagndstico temprano de la infecciéon primaria puede también representar una
importante oportunidad para interrumpir la transmision de VIH debido a que las personas en

este estado pueden ser una fuente de nuevas infecciones (Cates y cols., 1997).

Sospecha de infecciéon
aguda por VIH-1

A 4
Medicion de ARN de VIH-1y

prueba de anticuerpos anti-VIH-1
A4 N
Anticuerpos anti VIH-1 negativo Anticuerpos anti-VIH-1 negativo
AnliCustEes aut i 4 posiivc ARN de VIH-1 detectable ARN de VIH-1 <50 copias/mL
h 4 A 4
Infeccién por VIH-1 No infectado

h 4

Repetir la prueba de ARN de
VIH-1 con la misma muestra

h 4 W A4
ARN de VIH-1 50-5000 copias/mL
Indeterminado
Repetir algoritmo con una muestra nueva

ARN de VIH-1 >5000 copias/mL

ARN de VIH-1 <50 copias/mL
Infeccién aguda

No infectado

Figura 7. Algoritmo del diagndstico de infeccidn aguda por VIH-1. Se evalda la consistencia de los
sinfomas y el riesgo de exposicidn para determinar si proceden las pruebas de laboratorio. Se realizan
pruebas para deteccidn de antficuerpos y ARN del VIH-1. Si la prueba de anticuerpos no es reactiva
pero se detecta ARN de VIH-1 entonces se repite esta Ultima prueba. Si el resultado del duplicado es: 50-
5000 copias ARN/mL, se considera equivocado y se repite el algoritmo con una nueva muestra
(modificado de Hecht y cols., 2002).
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2.2.2 Inmunidad celular

Durante la infeccion primaria y generalmente antes de la seroconversion, ocurre la activacion
de CITLs especificos. La respuesta CTL es efectiva en el control inicial de la replicacion viral
(Hogan y Hammer, 200Ta; McMichael y Rowland-Jones, 2001; Kassutto y Rosenberg, 2004).
Existen varios mecanismos para la inhibicién del virus mediada por CTLs. Los CTLs reconocen a
las células presentadoras de antigeno infectadas de VIH-1 via su receptor de célula T (TCR). El
TCR del CTL se une a péptidos virales asociados con moléculas del MHC clase | en la superficie
de células infectadas e induce la liberacidn granzimas y perforinas llevando a la lisis de células
infectadas (McMichael and Rowland-Jones, 2001). Un segundo mecanismo es la interaccion
del ligando Fas (FaslL) en la superficie de los CTLs con moléculas Fas de las células blanco que
resulta en apoptosis de células infectadas (Hadida y cols., 1999). Ademds de lisis celular, la
unién de CTLs a las células infectadas de VIH-1 induce la produccidon de citocinas que pueden
afectar la replicacién viral. Estas incluyen IFN-yy TNF-a (Meylan y cols., 1993). Los CILs
especificos de VIH también producen quimiocinas MIP-1a, MIP-13 y RANTES que suprimen la
replicaciéon del VIH por competencia o desregulacion del correceptor CCRS. También se ha
reportado la secrecidon de un factor parcialmente caracterizado: factor antiviral de células
TCD8+ o CAF que bloguea la transcripcidon en células infectadas (McMichael and Rowland-
Jones, 2001).

2.2.3 Inmunidad humoral

La respuesta inmune humoral se desarrolla de manera lenta. Sin embargo se ha encontrado un
alto fitulo de anticuerpos neutralizantes en pacientes infectados no progresores a SIDA (Long
Term Non Progressor (LTNP)) (Cao y cols., 1995) y un bagjo fitulo o la falta de una respuesta
humoral en individuos que progresan rdpido a SIDA (rapid progressor RP) (Zhang y cols., 1997).
Estudios posteriores han sugerido que existe una asociaciéon entre la actividad neutralizante y
la no progresion o la lenta progresion a la enfermedad y una asociacion de la pérdida de la
actividad neutralizante con el progreso de la enfermedad (Jolly y Weiss 2000). La cantidad de
antficuerpos neutralizantes mds que la cantidad de anticuerpos especificos totales es crucial
para la reduccidon de particulas virales. (Hogan y Hammer 2001a). Por ofro lado, el principal
obstaculo en la actividad de los anticuerpos es la alta variabilidad que presenta el virus ya que
es posible tener un buen fitulo de anticuerpos pero cuando eso ocurre, la variante viral que los
generd ha desaparecido del organismo y prevalece una nueva variante viral, ante esta
dindmica la primer respuesta humoral generada resulta obsoleta (da Silva, 2003) (fig. 8). La
unién de anticuerpos neutralizantes a particulas virales bloquea la interaccién del virus con la
célula blanco (Klasse y Sattentau, 2002) y media la incorporacioén y destruccion de viriones por

fagocitosis. Ademds del efecto neutralizante, hay anticuerpos que pueden desempenar ofras
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funciones. Por ejemplo, activacion de la cascada de complemento que lleva a la fagocitosis o
lisis de viriones (Sullivan y cols., 1996). La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC), un mecanismo de eliminacién de células infectadas por virus a través de células NK,
también se ha relacionado con el control de viremia durante la infeccidn aguda (Connick y
cols., 1996); y en otfros estudios se han encontrado titulos mds altos de estos anticuerpos en

LTNP que en progresores rapidos (Baum y cols., 1996).
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Figura 8. Dindmica de la generacidon de anticuerpos neutralizantes (NAbs) en la infeccién por VIH-T.
Cuando se genera una respuesta humoral contra una determinada variante viral, esta se vuelve
obsoleta por la aparicién de una nueva variante viral (da Silva, 2003)

2.3 Terapia antirretroviral

El tratamiento de la infecciéon por VIH-1 con terapia antirretroviral (TARV: en inglés HAART:
Highly Active Antiretroviral Therapy) lleva a una profunda supresion viroldgica, incremento en la
cuenta de linfocitos T CD4+ y una mejoria clinica remarcable (Hammer y cols., 1997) en la
mayoria de los pacientes. También hay evidencia de reconstitucion inmune en algunos de
estos pacientes (Hirsch y cols., 2004). El primer compuesto que demostrd eficacia en un estudio
clinico confrolado para prolongar la supervivencia de personas con SIDA fue la zidovudina
(AZT), inhibidor de la transcriptasa reversa (ITRN) (Sierra-Madero y Franco-San Sebastidn, 2004).
Actualmente existen 20 compuestos aprobados para uso humano. Los tres grupos principales
de farmacos que son usados en la prdctica clinica son inhibidores de la transcriptasa reversa
(RT) (nucledsidos/nucledtidos: ITRAN y no nucledsidos: ITRNN) y los inhibidores de proteasa (IP).
Recientemente la cuarta clase de antirretrovirales comenzé a usarse clinicamente con la

infroduccién de enfuvirtida (T20), el primer inhibidor de fusidon (F) (Tabla 1). La estrategia
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terapéutica actual involucra el uso de agentes de al menos dos distintas clases de

antirretrovirales (Yeni y cols., 2004).

Tabla 1. Fdrmacos usados actualmente en la TARV

Clase Sustancia (abreviatura) Mecanismo de accidn

ITRAN Zidovudina (AZT); Didanosina (ddl); Zalcitabina Su metabolito 5'trifosfato es andlogo de
(ddC); Stavudina (d4T); Lamivudina (3TC); nucledsido pero sin grupo hidroxilo en el
Abacavir (ABC); Tenofovir (TDF) extremo 3’, evitando la formacién de

enlaces fosfodiéster 3'-5" entre la cadena
de DNA en elongacion y los 5 frifosfatos.

ITRNN Nevirapina (NVP); Delaviridina (DLV); Se unen a unssitio cercano del sitio activo
Efavirenz (EFV). de la RT, impidiendo su funcién.

IP Saquinavir (SQV); Ritonavir (RTV); Moléculas que mimetizan el sitio de division
Indinavir IDV); Nelfinavir (NFV); Lopinavir (LPV); de Gag-Pol y compiten con él por la PR.
Atazanavir (ATZ); Tripanavir (TPV); Amprenavir La inhibicién de la PR viral lleva a la
(APV); Fosamprenavir (FPV); produccién de particulas virales inmaduras

no infecciosas.
IF Enfurvitida (120) El péptido se une a la region HR1 de gp41

y bloquea la fusidén de las membranas
viral v celular.

El inicio de TARV en etapas tempranas tedricamente ofrece beneficios, sin embargo, el éxito
del tratamiento a largo plazo estd limitado por el desarrollo de resistencia del virus, efectos
colaterales, interacciones farmacoldgicas o por eleccidn personal del paciente. Los objetivos
de la TARV incluyen: supresion viroldgica mdaxima, preservacion y/o reconstitucion inmune y
prolongar la vida del paciente. Los factores a considerar para iniciar TARV son: 1) las
manifestaciones clinicas, 2) el grado de inmunodeficiencia determinado por la cuenta de
linfocitos T CD4+, 3) el riesgo de progreso de la enfermedad, 4) los beneficios y riesgos
potenciales de los farmacos a largo plazo y 5) el deseo y compromiso del individuo de seguir €l
fratamiento (Soto-Ramirez y cols., 2004). La Guia Nacional de manejo antirretroviral actual, no
recomienda iniciar tratamiento en las personas asintomdticas, con cuentas de linfocitos T CD4+
> 350/mL, debido a que es bajo el riesgo de desarrollo de enfermedades asociadas al VIH pero
se debe vigilar cada fres a cuatro meses con cuenta de células T CD4+. Por el contrario,
aquellas personas con niveles de linfocitos T CD4+ < 200 células/mL, independientemente del
estado clinico o carga viral (CV), se recomienda iniciar tratamiento, considerando que el
riesgo de progresion de la enfermedad es muy significativo. Cuando hay manifestaciones
clinicas, la cuenta de linfocitos T CD4+ estd entre 200 y 350 células/mL y la CV es igual o mayor
a 100,000 copias/mL se recomienda iniciar TARV considerando que el riesgo de progresion de
la enfermedad es significativo. Si no se dispone de CV, se debe asumir que es elevada, por lo
tanto se debe iniciar fratamiento. Con CV < 100,000 copias/mL el riesgo de progresion es
menor y la decisidon de iniciar se puede aplazar. En personas que presentan manifestaciones
clinicas ocasionadas por alguna infeccién oportunista o neoplasia asociada a la infeccién por

el VIH, la indicaciéon de iniciar TARV es clara y aunque es deseable tener las determinaciones
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de CV y cuenta de linfocitos T CD4+ en ese momento, la falta de disponibilidad de estas
pruebas no debe retrasar el inicio del tratamiento. Actualmente las combinaciones mas
comunes para inicio de tratamiento son: 2 ITRAN + 1 ITRNN o 2 ITRAN + IP (potenciacion con

uso de bajas dosis de Ritonavir) excepto NFV (Secretaria de Salud, 2005).

2.4Tecnologia Phage display en el estudio del VIH-1

2.4.1 Bibliotecas de péptidos phage display

Phage Display es una técnica molecular descrita por primera vez por George Smith en 1985,
que consiste en la expresion de péptidos o proteinas sobre la superficie de fagos filamentosos.
La secuencia de ADN que codifica para el péptido de interés se inserta en una region del
genoma del fago, de tal forma que la molécula codificada se despliega como producto de
fusion a una de las proteinas de superficie del fago. De este modo, es posible construir
bibliotecas combinatorias de péptidos al azar con una complejidad de hasta 100 diferentes
secuencias (Smith, 1985; Azzazy y Highsmith, 2002). La primer biblioteca de fagos, se construyd
disenando péptidos lineales al azar fusionados al extremo N-terminal de la proteina lll del fago
filamentoso M13 (Scoft y Smith, 1990). Con diversos estudios desarrollados a nivel mundial,
incluido nuestro pais, se ha demostrado que las bibliotecas de péptidos expresados en fago
pueden ser de gran utilidad en el mapeo de epitopos. Para tal fin, los péptidos son aislados de
la biblioteca a través de un proceso de seleccidn in vitro llamado biopanning o tamizado,
basado en la afinidad de unidn y el reconocimiento de los péptidos en fago hacia moléculas
blanco, tales como anticuerpos y ofras moléculas de importancia biolégica (Smith y Petrenko,
1997). La bioseleccidn se lleva a cabo incubando la biblioteca con una placa cubierta con la
molécula blanco (fig. 9). Posteriormente, se hace un lavado para eliminar los fagos que no
fueron seleccionados. Los fagos que se unieron especificamente, se eluyen mediante un
cambio de pH para ser amplificados en E. coli y repetir el proceso. Esto se realiza tres veces o
mads (hasta ocho) para enriquecer las clonas que fueron reconocidas especificamente (Scoftt y
Smith, 1990; New England BiolLabs, Ph-12). En la mayoria de los procesos de seleccion, los
péptidos aislados presentan secuencias consenso que frecuentemente evidencian el epitopo
del ligando natural en el caso de anticuerpos. Los péptidos con estas caracteristicas han sido
denominados mimotopos (Geysen y cols., 1986) ya que por lo general la secuencia
reconocida presenta variaciones respecto al epitopo nativo, en los aminodcidos que
contribuyen en la interaccion con la molécula blanco. Es decir, las secuencias mimetizan all
epitopo natural sin tener necesariamente la misma estructura primaria. Como ejemplo de lo
anterior, el mAb BCF2 dirigido a la toxina de escorpidn Cn2, selecciond tres motivos que

presumiblemente mimetizan epitopos de esta proteina (Gazarian y cols., 2003).
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de fagos a las moléculas
blanco inmovilizadas

Fagos no
unidos

Los fagos no unidos se
eliminan mediante lavados

Los fagos que se unieron
especificamente se eluyen
mediante un cambio de pH

El fago eluido se amplifica
en E. coli

La poblacién de fagos

amplificada se utiliza para
Q la siguiente ronda

Después de 3 a 4 rondas
las clonas son aisladas y

secuenciadas

Figura 9. Esquema del proceso de seleccidn (biopanning) empleando una biblioteca de péptidos
expresados en el fago M13 (modificado de Williats, 2002).
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La tecnologia phage display basada en bibliotecas de péptidos se ha utilizado ampliamente
para el estudio de interacciones proteina-proteina en varios campos. Existen muchos reportes
de aplicaciones tales como identificacion de epitopos, sustratos de enzima, péptidos que se
unen a ADN, péptidos de unidn a proteinas, inhibidores de enzimas y receptores, entre otros
fendmenos de importancia bioldgica involucrados en el desarrollo de enfermedades
infecciosas, autoinmunes y cancer. Estos estudios han proporcionando una gran cantidad de
resultados que pueden ser Utiles para el futuro descubrimiento y diseno de fdarmacos
(Gazarian, 2005). Asimismo la metodologia se ha propuesto para el desarrollo de nuevos
métodos de diagndstico que puedan ser utilizados en un futuro proximo (Azzazy y Highsmith,
2002; Arnaud y cols., 2004).

2.4.2 Aplicaciones de phage display en el mapeo de epitopos de VIH-1

La identificacidn de epitopos reconocidos por anticuerpos monoclonales VIH especificos se ha
realizado generalmente con sistemas in vitro mediante la construccion y uso de péptidos
sintéticos, proteinas purificadas, recombinantes, etc. Sin embargo con estas herramientas no se
ha logrado comprender ni reflejar la variabilidad del virus en el organismo. Recientemente una
metodologia alternativa en el mapeo de epitopos que presenta amplias expectativas para el
estudio de epitopos virales ha sido el uso de bibliotecas combinatorias de péptidos expresados
en fago. En el grupo de Scala y cols., (1999), encontraron dos tipos de secuencias en los
pépftidos seleccionados empleando suero de un sujeto infectado no progresor: uno que no
mostré similitud estructural a ningun epitopo del VIH-1 pero fue reconocido por el suero de la
mayoria de los sujetos infectados, sugiriendo que eran mimdfopos de epitopos
conformacionales; y una segunda secuencia que presentdé homologia parcial al asa del
epitopo inmunodominante de la gp4l: GIKLVC. Los péptidos fueron inmunogénicos en
ratones. En esa época el grupo reportd que los anticuerpos generados neutralizaron aislados
del VIH-1, sin embargo, en la actualidad no hay ninguna evidencia que confirme que esta
region genera anticuerpos neutralizantes. Por otfro lado, Enshell-Seijffers y cols., (20071),
emplearon esta metodologia para estudiar el epitopo inmunodominante de la gp41: CSGKLIC,
logrando aislar cuatro mimdétopos también relacionados a este epitopo. Recientemente, en
nuestro grupo de trabajo el suero policlonal de individuos infectados de VIH-1 también se ha
utilizado en la selecciéon de 21 péptidos asociados al asa del dominio inmunodominante de la
gp41 (Palacios-Rodriguez, 2003; Arnaud y cols. 2004).

De igual manera, se ha empleado el mAb neutralizante 2F5 para la seleccion, el cual
reconoce la secuencia ELDKWAS cercana al dominio transmembranal de la gp4l; se
encontraron secuencias de péptidos relacionadas con el epitopo (Menéndez y cols., 2004;

MUjica-Guzman, 2005). En este caso, los mimdotopos seleccionados fueron alfamente
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inmunogénicos en ratones generando una respuesta especifica (MUjica-Guzman, 2005). Este
epitopo es importante porque es alfamente conservado en diferentes cepas virales. Ademads
los anticuerpos dirigidos a esta regidon poseen actividad neutralizante por lo que se considera
un blanco terapéutico (Zolla-Pazner, 2004). Contrariamente, en otro trabagjo realizado con el
mMAb b12, que se une al sitio de la gp 120 reconocido por la molécula CD4, se identificd que los
péptidos seleccionados no presentaron homologia estructural al la gp 120 (Boots y cols., 1997).

Con lo anterior se evidencia que la metodologia puede proporcionar nueva informacion
acerca de la respuesta humoral especifica del VIH-1, en términos de estructura e

inmunogenicidad de epitopos que son importantes en la patogénesis de SIDA.
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1. Resumen

El Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) induce una respuesta humoral contra una
amplia diversidad de epitopos de sus proteinas. Estudios con anticuerpos monoclonales (mAbs)
han ayudado a identfificar algunos de estos epitopos, sin embargo, han sido pocos los trabajos en
los que se han empleado anticuerpos policlonales para identificar las especificidades de los
anticuerpos inducidos en los individuos infectados. El objetivo de este frabajo fue estudiar la
respuesta humoral hacia epitopos del VIH-1 de un paciente mexicano infectado aplicando la
metodologia phage display. Se empled una biblioteca combinatoria de péptidos lineales de 12
aminodcidos con secuencias al azar para la seleccion de péptidos reconocidos por anticuerpos
policlonales (IgG) provenientes del paciente. Se identificaron tres familias de mimodtopos de
epitopos del VIH-1: CxxKxxC, GQ/PGP y CxxC. Los péptidos con la secuencia CxxkKxxC representan
mimotopos del epitopo inmunodominante de la gp41: CSGKLIC. Se propone que los péptidos que
presentaron la secuencia GQ/PGP mimetizan al dominio GPGR del asa V3 de la gp120, conocido
como “determinante principal de neutralizacion”. Los péptidos con el motivo CxxC se sugiere que
son mimotopos de la proteina Tat del virus. Los antficuerpos (IgG) de este mismo paciente usados
después del inicio de la Terapia Antirretroviral (TARV) no seleccionaron mimdtopos. Las secuencias
obtenidas representan una fuente de informacidén acerca de los epitopos virales activos en este
paciente. Los péptidos con estas secuencias podrian ser empleados como antigenos e

inmundgenos VIH-1 especificos, Utiles en el diagndstico de la infeccidn y el diseno de vacunas.



3. Antecedentes

En el laboratorio del Dr. Karlen Gazarian (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM) se realizd
un trabajo previo (Palacios-Rodriguez, 2003) en el cual se analizaron 5 pacientes mexicanos VIH
positivo, candidatos a recibir TARV. Empleando anticuerpos policlonales (IgG) de estos pacientes
y mediante el tamizado de bibliotecas de péptidos lineales de 12 aminodcidos, se lograron aislar
péptidos miméticos del epitopo inmunodominante de la gp41 (cluster 1) del VIH-1, identificando
con ello el alto grado de variacion de este epitopo. Sin embargo, como resultado de este trabajo
se obtuvieron otras secuencias relacionadas a epitopos virales que merecen un estudio mds
profundo. Debe destacarse ademds la obtencidon de poblaciones de secuencias obtenidas
especificamente por cada paciente. Mediante la seleccion e investigacidon de péptidos
miméticos de epitopos virales involucrados en la respuesta inmune y empleando la amplia
informacidn que existe, es posible analizar cuales de los epitopos interactian con el sistema
inmune de cada uno de los sujetos infectados y el impacto que puede tener la TARV sobre los
MIismMos.

Uno de los casos mas interesantes fue el paciente nimero 3. Tanto la variabilidad de estructuras
obtenidas asi como la relacidén que pudieran tener con el VIH, sugirieron realizar un estudio mds

detallado que ayudara a comprender el significado de esos resultados.



4. Justificacion

El surgimiento del SIDA y el descubrimiento de su agente etioldgico, el VIH, han denotado una
actividad de investigacion muy importante a nivel mundial que ha producido una cantfidad
impresionante de informacién, no solo sobre el virus y la infeccidn, sino sobre la respuesta que el
sistema inmune establece contra él. Estos estudios han aportado ademds resultados para el
diseno de nuevos esquemas de TARV. Sin embargo, a pesar de los datos obtenidos y los continuos
avances en este campo, no ha sido posible disenar estrategias para erradicar el virus, por lo que
resulta necesario conocer mas a fondo los determinantes de la relacion virus-hospedero. En este
contexto, es prioritario el estudio de la inmunidad especifica hacia epitopos del VIH-1.
Recientemente, se ha considerado que la inmunidad protectora hacia el VIH comprende tanto
una respuesta mediada por células (linfocitos TCD4+ y CD8+) como una respuesta de anticuerpos
(Fauci, 2003; Pantaleo y Koup., 2004). Dado lo anterior, es muy importante elucidar la dindmica de
la respuesta humoral hacia epitopos virales.

Los métodos que se han empleado en el estudio de VIH-1 han proporcionado informacion
relevante, sin embargo, no han permitido enconfrar las vias especificas para lograr el control de
la enfermedad. Las bibliotecas combinatorias de péptidos en fago (phage display) representan
poderosas herramientas para el mapeo de epitopos, ademds de ser un campo con grandes
posibilidades para obtener mayor informacién en términos del descubrimiento y caracterizacion
molecular de epitopos virales. Con esta estrategia se abre un campo que permitird abordar el
estudio de la respuesta humoral que se genera en diferentes periodos de la enfermedad e incluso

en distintas fases de la terapia antirretroviral.

5. Hipotesis
Mediante el tamizado de una biblioteca combinatoria de péptidos en fago serd posible
identificar y caracterizar epitopos activos del VIH-1, a través de la seleccion por afinidad de

mimotopos con anficuerpos policlonales provenientes de un sujeto mexicano infectado.
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6. Objetivos

General

Caracterizar la respuesta humoral de un individuo mexicano VIH-1 positivo a través de la
seleccion de péptidos expresados en fago que mimeticen epitopos del virus, empleando
anficuerpos policlonales provenientes del paciente y usando como conftrol los anticuerpos

policlonales de un sujeto sano.

Particulares

Analizar las secuencias de los mimoétopos aislados para identificar homologias asi como

aminodcidos criticos en la interaccién epitopo-pardtopo.

Analizar la reactividad de los mimotopos frente a la IgG del paciente.

Analizar la respuesta humoral del paciente después de iniciar TARV siguiendo la misma

estrategia.

Analizar la relacién estructural entre los epitopos y los mimdtopos seleccionados.
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7. Materiales y Métodos
La preparacion de soluciones, amortiguadores y medios de cultivo mencionados en este

apartado se describe detalladamente en el Apéndice |.

7.1 Seleccién del paciente

En este estudio se incluyd a un sujeto mexicano infectado por VIH-1 que era candidato a
recibir TARV. El paciente era atendido en la clinica de SIDA del Hospital General Regional No. 1
“Gabriel Mancera” del IMSS (Cd. de México, México). De acuerdo a los procedimientos éticos
establecidos en el hospital, el paciente fue informado del estudio y fiimd el documento
correspondiente para dar su consentimiento de las tomas de muestra. El criterio para inicio de
la terapia establecido en el hospital fue un nivel de linfocitos T CD4+ menor o igual a 350
células/mL. Las caracteristicas clinicas del paciente y el esquema de tratamiento empleado se

describen en Resultados.

7.2 Suero humano

Las muestras de sangre se fomaron antes y después del inicio de TARV. El suero fue separado
de los componentes de la sangre en el mismo hospital por centrifugacion. Las muestras de
suero se trasladaron al laboratorio y se almacenaron en alicuotas a -20°C. Como confroles
tanto para la seleccidon de péptidos en fago como en los ensayos de ELISA, se emplearon
sueros de dos individuos VIH-1 negativos aceptados como donadores de sangre en el Banco

de Sangre del Instituto Nacional de Pediatria.

7.3 Purificacion de anticuerpos IgG a partir del suero

La fraccién IgG del suero se purificd por cromatografia de afinidad en una matriz de agarosa
con proteina G (Gazarian y cols., 2000a). Se mezclaron 250uL de proteina G con 500 uL de
suero. Se incubd 20 minutos a temperatura ambiente agitando 2 minutos para homogeneizar.
Se centrifugd 30 segundos a 3000 rpm para desechar el sobrenadante. Se lavd 5 veces con el
amortiguador de unidn. Posteriormente se mezcld el sedimento con 750ul del amortiguador de
elucion para centrifugar bajo las mismas condiciones y obtener el sobrenadante como

fraccion de IgG previo ajuste a pH 7 con el amortiguador correspondiente.

7.4 Cuantificacion de IgG
La concentracion de proteinas totales en el eluato de IgG se determiné con base en el
método de Bradford, que involucra la unidén de una solucion dcida de Azul Coomasie (dcido

fosférico, metanol y azul brillante G-250) a proteinas, principalmente a aminodcidos bdsicos y
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aromadticos, especialmente, arginina (BIO-RAD Protein Assay). Se prepararon diluciones de
proteina estdndar: IgG humana purificada por cromatogrdfia, partiendo de una
concentracion de 5.0 mg/mL del estandar (Zymed Laboratories, South San Francisco CA, USA).
Para la curva patrdn se prepararon concentraciones de 2, 4, 8, 12 y 20 pg/mL. Se tomd un
volumen de 800uL de cada solucién y se trasladd a un tubo nuevo. Se anadieron 200uL del
reactivo colorido dcido (dcido fosférico y metanol) y se mezcld con vortex. Se incubd a
temperatura ambiente por un tiempo no menor de 5 minutos y no mayor a una hora. Se midid
la absorbancia a 595nm. Para determinar la concentracion de las fracciones de IgG
purificadas se tomaron 1 y 0.5uL del eluato, se disolvieron en 800uL de agua bidestfilada y
desionizada y se anadieron 200 pL del reactivo. Las diluciones de IgG se sometieron al mismo
fratamiento que las diluciones usadas para la curva patrdén. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado. La concentraciéon de los eluatos de IgG se obtuvo inferpolando los
valores de absorbancia en la curva patrén. La linearidad de la curva fue de 0.9937. Las

concentraciones de los eluatos se presentan en el Apéndice Il.

7.5 Biblioteca de péptidos phage display.

Se utilizé una biblioteca phage display comercial de dodecapéptidos lineales con secuencias
al azar (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). Los péptidos se expresan en el extremno N-
terminal de la proteina il (plll), proteina de cubierta menor del fago filamentoso M13. La

complejidad de la biblioteca fue del orden de 2.7 X 10 9.

7.6 Seleccidn de dfinidad de fagos por biopanning

La seleccidon de fagos por biopanning se llevd a cabo como se describe en trabajos previos y
de acuerdo a la experiencia en nuestro grupo (Scoft y Smith, 1990, Gazarian y cols., 2000aq;
200b; Palacios-Rodriguez 2003). Se usaron micro placas de 96 pozos como fase solida
(Immulon, 4 flat bottom plates, Dynatech Lab Inc, USA). Se sensibilizaron 2 pozos con IgG del
paciente a una concentracion de 15y 7.5ug en 100uL de PBS 1x y se dejaron incubando toda
la noche a 4°C con agitaciéon suave y en cdmara hiumeda. Los anticuerpos no adheridos se
desecharon y los pozos se lavaron 4 veces con 200uL de PBST (Tween-20 0.1% Vv/V).
Posteriormente se bloqued con 300uL de PBS-BSA al 1% (albumina sérica bovina) durante una
hora a 4°C, los pozos se lavaron 6 veces.

La soluciéon de fago se prepard tomando 10uL de la biblioteca original (2x10'" fagos) en 190uL
de PBST 0.1%. Se anadieron 100uL a cada pozo y se incubd por una hora a temperatura
ambiente con agitaciéon suave. Los fagos que no se unieron a la IgG se eliminaron lavando 10
veces. Los fagos seleccionados por afinidad se eluyeron con 100uL de glicina-HCI 0.2M, pH 2.2

a temperatura ambiente con agitaciéon suave durante 10 minutos. Los eluatos de los dos pozos
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se colectaron en un mismo fubo y se neutralizaron con Tris-HCI TM, pH 9.1. El eluato obtenido se
fituld para determinar el nUmero de clonas de fago recuperadas. Para ello, se prepararon tres
diluciones seriadas (1:1000) en medio LB liquido, partiendo de TulL del eluato. Se adicionaron
10uL de la ditima diluciéon en 200uL de cultivo de E. coli ER2738 (Biolabs) y se incubd a
temperatura ambiente durante 3 minutos para que se llevara a cabo la infeccidn. Transcurrido
el tiempo, el volumen se fransfiid a un tubo que contenia 4mL de medio agarosa fop
previamente fundido. Se mezcld por inversion y el contenido se vertid en una caja Petri con LB-
tetraciclina 20mg/mL. Se incubd toda la noche a 37°C. Se determinaron las ufp y el fitulo del
eluato se obtuvo a partir de las diluciones realizadas. Posterior a la titulacion, el 75% del eluato
se amplificé en cultivo de E. coli ER2738 diluido 1:100 en medio 2xYT durante 4.5 horas a 37°C
con agitaciéon. El cultivo con fago amplificado se centrifugd a 10 000 rpm, 4°C durante 10
minutos. El sobrenadante se recuperd y se le anadié Y de volumen de PEG/NaCl. Se incubd a
4°C durante toda la noche. Posteriormente, se centrifugd a 10 000 rpm, 4°C durante 10
minutos, se elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendi® en TmL de PBS 1x.
Nuevamente se centrifugd a 10 000 rpm, 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante se transifirié a
un fubo nuevo y se adiciond Y de volumen de PEG/NaACI. Se mezcld y se incubd a 4°C durante
60 minutos. Se centrifugd 10 minutos a 10 000 rpm y 4°C. El sobrenadante se desechd vy el
precipitado se resuspendié en 200uL de PBS 1x/NaNsz 0.02%. Se centrifugd una vez mas a 10 000
rom, 4°C durante 2 minutos y el sobrenadante se frasladd a un tubo nuevo. El eluato
amplificado y purificado de la primera ronda se sometié a una segunda ronda de biopanning
para enriquecer los fagos capaces de unirse especificamente a los anticuerpos. Con base en
el titulo del eluato amplificado, se calculd el volumen correspondiente para tener 10" fagos y
se llevaron a cabo dos rondas mas bajo el mismo procedimiento. A partir de la segunda ronda

se incrementod la concentracidn de Tween-20 en la solucidn de lavado (PBST) a 0.5%.

7.7 Aislamiento de clonas de fagos seleccionadas por los anticuerpos

El eluato de la tercera ronda no amplificado, se tituld directamente en placas de LB/X-gal/IPTG
para aislar al azar clonas individuales mediante picadura teniendo cuidado de tomar
Unicamente placas azules. Cada clona se amplificd siguiendo el esquema general de
amplificaciéon descrito en el punto anterior. Del sobrenadante obtenido después de centrifugar
el cultivo con fago amplificado, se tomd 1mL para purificar ADN de cadena sencilla y
determinar la secuencia de las clonas individuales; el resto se utilizd para purificar el fago de la
misma manera que en el punto 7.6, solo que en este caso el precipitado inicial se resuspendid
en un volumen de 200uL de PBS 1x, y el final en 80uL de PBS1x/NaNs 0.02%.

Los titulos de los eluatos y de algunas clonas individuales se presentan en el Apéndice I
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7.8 Secuenciacion de ADN

El ADN de cadena sencilla se prepard de acuerdo a lo descrito por Sambrook y cols., 1989. La
determinacion de secuencia se llevd a cabo por el método de di-deoxinucledtidos (Sanger y
cols., 1977) empleando la secuenasa T7 (I7 Sequenase version 2.0 Quick-Denature Plasmid
Sequencing kit, Amersham, UK), iniciador de secuenciacion -28 glll (5" H° GTA TGG GAT TIT GCT
AAA CAA C-3") (New England Biolabs) y ( 38S) dATP( Amersham ), todos se usaron de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. La secuencia de aminodcidos de los péptidos fue deducida

de la secuencia de nucledtidos obtenida del ADN.

7.9 Reactividad en ELISA de las clonas de fago seleccionadas

El ELISA se llevd a cabo en microplacas (Maxi Sorp TM Nunc Roskilde, Denmark) por incubacion
de 100uL/pozo de una suspension del fago (1 X 10 0 ufp/mL en PBS/BSA 50 ng/100uL) toda la
noche a 4°C. Los fagos no unidos se eliminaron y los pozos sensibilizados se lavaron 3 veces con
200uL de PBS/Tween-20 0.3%. Posteriormente se bloquearon con 300uL de PBS/BSA 1% 1 hora a
37°C. Después de 5 lavados los pozos se incubaron con IgG del paciente (5ug/pozo) diluida en
PBS/BSA 0.2%/Tween-20 0.2% por una hora a 37°C y se lavaron 6 veces. Los anficuerpos unidos
se detectaron usando un anticuerpo anti- IgG humana conjugado a fosfatasa alcalina diluido
1:1000 en PBS/BSA 0.2%/Tween-20 0.2% de acuerdo a la recomendaciones del fabricante
Zymed Laboratories, South San Francisco CA, USA). La placa se incubd a 37°C durante una
hora. Después de 8 lavados se anadieron 100uL de p-nitrofenilfosfato (Sigma) a cada pozo
diluido en amortiguador de dietanolamina 1M, pH 9.8. La absorbancia se determind en un
lector de microplacas automdtico (Humareader, Humarco) a 405 nm. Todas las

determinaciones se redlizaron por duplicado.

7.10 Bioseguridd

El traslado de los sueros desde el hospital hacia el laboratorio donde se realizd este estudio se
llevé a cabo siguiendo los reglamentos generales establecidos en las *“Normas de bioseguridad
para los laboratorios de diagndstico e investigacion que trabajan con el VIH”, editadas por la
OMS, 1992. La manipulacién de los sueros dentro del laboratorio durante la purificacion de IgG,
se realizd bajo las mismnas normas. De igual manera se siguieron los lineamientos establecidos
por la Comisidon de Bioseguridad del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El
material usado se sometid a procesos de desinfeccidon con hipoclorito de sodio al 10%, o bien
a esterilizacion por vapor. Los desechos sdlidos se depositaron en un contenedor adecuado

para su incineracion.
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8. Resultados

8.1 Seleccion de clonas con IgG de un paciente infectado por VIH-1.

8.1.1 Caracteristicas clinicas del paciente.

Se estudid un sujeto de 42 anos que acudid al Hospital General Regional No. 1 “Gabriel
Mancera” del IMSS (México, D.F.) por problemas respiratorios en 2001. Fue hospitalizado vy
diagnosticado como VIH positivo. El paciente presentaba dificultad respiratoria con sensacion
de ahogo (cuadro de neumonia atipica). Se sospechd de infeccidn por Pneumocistis carinni'y
se indicd tratamiento: anfotericina B, trimetroprima con sulfametoxazol, amikacina vy
cefotaxina. El andlisis microbiolégico para deteccion de BAAR resultdé negativo por o que el
diagndstico final fue neumonia polimicrobiana. Posteriormente recibié transfusion de cinco
paquetes globulares y se realizaron los andlisis inmunoldgicos pertinentes. Se encontré una CV
de 116 000 copias/mL y una cuenta de linfocitos TCD4+ de 26 células/mm3. El paciente nunca
habia recibido TARV pero de acuerdo a los pardmetros clinicos y el estado critico de salud en
el que se encontraba se decidid iniciar tratamiento. El esquema consistid en una combinacion
de fres antirretrovirales: dos inhibidores de Ia transcriptasa reversa (ITRAN), zidovudina (ZDV) y
zalcitabina (ddC); y un inhibidor de proteasa (IP), nelfinavir (NFV). Ademas se indico ranitidina,
fluconazol y trimetroprima con sulfametoxazol. Después de 15 semanas de TARV, la cuenta de
linfocitos TCD4+ se incrementd a 136 células/mm3 y la CV descendié a 5840 copias/mL. Cabe
mencionar que el paciente tuvo estricto apego al tratamiento. Después de 12 meses de iniciar
TARV se presentd sindrome anémico: pérdida de peso, astenia, anorexia y disnea; entonces se
indicd fumarato ferroso, ranitidina y la TARV confinud igual. Transcurridos dos meses se
sospechd de toxicidad por ZDV, por lo que se suspendid y se indicd ofro inhibidor de la
tfranscriptasa reversa (ITRAN); didanosina (ddl).

La primer toma de muestra para este estudio se realizd antes de iniciar el tratamiento vy
posteriormente, a las 15 semanas de haber iniciado el mismo se tomd una segunda muestra de

sangre.

8.1.2 Seleccion de clonas antes de recibir TARV

A fin de identificar epitopos de células B en este paciente, que reflejaran su estado inmune
humoral se decidid emplear una biblioteca de péptidos con secuencias al azar de 12
aminodcidos expresados en la proteina lll de la superficie del fago filamentoso M13.

En el frabagjo realizado por Palacios-Rodriguez (2003), se reportd una seleccion control
empleando como blanco IgG de dos sujetos VIH negativo para dar validez a los resultados de

la seleccidon con el paciente VIH positivo y comprobar que los motivos que pudieran
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seleccionarse con la IgG del paciente estuvieran asociados a la infeccidén por VIH-1. Las
secuencias de los péptidos seleccionados por estos individuos se presentan en el Apéndice V.

En el presente estudio se desarrolld una seleccidén con IgG proveniente del paciente VIH
positivo antes de recibir TARV empleando la biblioteca de 12 aminodcidos. Después de tres
rondas de seleccioén, se secuenciaron al azar un total de 62 clonas que se clasificaron en 4

grupos de acuerdo a la secuencia que presentaron en el péptido que despliegan.

8.1.2.1 Clonas con motivo GQ/PGP

Un grupo de clonas seleccionadas por este paciente presentd homologia a la region GPGR
del asa V3 de la gp 120 del VIH-1 (fig. 10).

El asa V3 es una de las regiones en el virus con la tasa mds alta de variacion, pero es en cuatro
aminodcidos sobre los que recae la responsabilidad estructural de la region: GPGR ya que
participan en la unidén con el receptor CD4 de la célula blanco y la unién al correceptor
(receptor de quimiocina CCR5 o CXCR4). Estos mecanismos cruciales en la infectividad del
virus explican por qué esta regién es relativamente conservada estructuralmente (Zolla-Pazner,
2004) pero con distintas variaciones reportadas para esta secuencia (Ndjera y cols., 2002). Este
epitopo localizado en la parte central del asa V3 es susceptible de neutralizacion (Denisova y
cols., 1995), por ello y por las caracteristicas mencionadas es considerado un blanco
importante en el diseno de vacunas.

Se obtuvieron dos clonas relacionadas a este epitopo. Las secuencias de los péptidos fueron:
HGQGPFWDPTLP y AGTVSGPGPHHP. La variacidon de los motivos es solo en un aminodcido:
glutamina () por prolina (P).

Aunque ambos péptidos fueron seleccionados por los anticuerpos del paciente durante el
tamizado, solo la clona 15 fue reconocida eficientemente por los anticuerpos en formato de
ELISA (fig. 11). La alta reactividad de los antficuerpos hacia esta clona puede atribuirse a que la
secuencia de su péptido es la que mejor mimetiza al epitopo que generd los anticuerpos en el
paciente; o bien a que la forma del epitopo GQGP predomina mds en el virus que la forma
GPGP.
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Figura 10. Representacion esquematica de la gp120, epitopo y mimétopos. A. Se muestra la estructura
primaria de la proteina (Zolla-Pazner. 2004). B. Secuencia del epitopo del asa V3 de la gp 120 que induce
anficuerpos neutralizantes. C. Secuencias de los mimd&topos seleccionados por los anticuerpos del
paciente. Del lado izquierdo, se indica el nUmero asignado a cada clona clona.
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Figura 11. Reactividad en ELISA de las clonas con motivo GQ/PGP seleccionadas por la IgG del
paciente antes de iniciar TARV. En la parte superior se muestra la secuencia de los péptidos
correspondientes. Las clonas se enfrentaron a la IgG del paciente (barras negras) y a IgG de los sujetos

VIH negativo (barras blancas).
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8.1.2.2 Clonas con motivo CxxC

Por otfro lado, en este paciente también se aislaron clonas con otro motivo. El motivo en este
caso presentd la estructura CxxC. Las secuencias se muestran en la Tabla 2. En este caso se
asignaron las posiciones 1 a 4 a los aminodcidos que abarcan el motivo CxxC, comenzando
con la cisteina (C) del extremo N-terminal. Se obtuvieron ocho clonas con esta estructura,

donde se observd que las cisteinas 1y 4 fueron constantes.

Tabla 2. Secuencias de los péptidos seleccionados por la IgG del paciente antes de iniciar TARV que
contienen el motivo CxxC

Clona/Frecuencia®* | N-terminal Secuencia C-terminal
8/2 cC L Vv C L S L | P DP L
14/2 Q cC L Vv C P T L VP S L
13/2 CcC | | C H T L L P S T W
4/1 E R M C N K C D P L V P
52/1 D L S C L | C H P L V P

*Frecuencia: ndmero de veces que se obtuvo esa secuencia

Los aminodcidos de la posicion 2 fueron leucina (L), que fue el predominante, isoleucina () y
asparagina (N), mientras que en la posicion 3, la valina (V) fue el aminodcido que se presentd
con mayor frecuencia seguido de isoleucina () y lisina (K). Ademds de este motivo se
encontraron otros aminodcidos que se conservan en todas las secuencias, como son la
leucina (L) y prolina (P) en el extremo C-terminal, posiciones 7 y 9 respectivamente.

Estas secuencias que contienen cisteinas podrian estar relacionadas a la proteina Tat del VIH-1
pues esta contiene un dominio rico en cisteinas en los aminodcidos 22-37 (fig. 12A y 12B).

Se han identificado epitopos de células B en la regidn rica en cisteinas (Tahtinen y cols., 1997) y
un péptido que coincide con esta regidn fue capaz de inducir respuesta CTL en ratones (Morris
y cols., 2002).

La reactividad de estas clonas en ELISA se muestra en la figura 13. Las clonas 8, 13 y 14, fueron
reconocidas eficientemente por la IgG del paciente, y en el proceso de seleccion estas

mismas secuencias se aislaron mds de una vez.
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Figura 12. Secuencias de la proteina Tat y motivos con estructura CxxC. A. Secuencia de aminodcidos 1-
86 de la proteina Tat del VIH-1. En el cuadro se indica el dominio rico en cisteinas, aminodcidos 22-37. B.
Motivos con estructura CxxC seleccionados por los anticuerpos del paciente.

3.000

2.500
g 2.000 -
0 WIgG VIH +
o
< 1:500 019G VIH (-)
S . |
o 1.000

IJEI lﬁ 'fl B
14 8 13 52 4

Ndmero de clona

Figura 13. Reactividad en ELISA de las clonas con motivo CxxC seleccionadas por la IgG del paciente
antes de iniciar TARV. Las barras negras indican la reactividad frente a IgG del paciente, mientras que
las barras blancas corresponden a la reactividad obtenida con la IgG del sujeto VIH negativo.

8.1.2.3 Clonas con motivo CxxKxxC

El tercer grupo de clonas obtenidas en la seleccidn presentd secuencias con el motivo
CxxKxxC. Este resultado fue reportado previamente por Palacios-Rodriguez (2003). Las
secuencias son mimdtopos del epitopo inmunodominante de la gp41: CSGKLIC. Dada la
importancia de esta regidon es necesario describir las caracteristicas de los mimd&topos
seleccionados por este paciente. Se obtuvieron ocho secuencias diferentes en 16 péptidos
con esta caracteristica después de las tres rondas de tamizado. Las secuencias se presentan

en la Tabla 3. La clona 5 se aisldé con una alta frecuencia respecto a las otras clonas.
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Para fines de estudio, se numeraron las posiciones del 1 al 7 a los aminodcidos que cubren el
motivo CxxKxxC. El nUmero 1 comienza en la cisteina (C) del extremo N-terminal. Es posible
observar que las cisteinas (C) 1y 7, y la lisina (K) 4 siempre se conservaron, mientras que los
aminodcidos de las posiciones 2, 3,5 y 6 fueron variables. Los aminodcidos que predominaron
en estos motivos de acuerdo a la secuencia del epitopo de la gp41 fueron: glicina (G) en la
posicion 3, leucina (L) en la posicion 5 e isoleucina () en la posicidon 6. En la posicion 2
predomind treonina (T) y se obtuvo serina (S) en la clona 11. Se encontré también que la
mayoria de los péptidos presentaron treonina (T) en las posiciones 8 y 9 al igual que ocurre en
el epitopo de la gp41 (Tabla 3).

Para evaluar la reactividad de las clonas, en el presente trabajo se realizé el ELISA con los ocho
mimd&topos presentados en la tabla 3 (fig. 14). La mayoria de las clonas fueron reconocidas
eficientemente por los anticuerpos. Se identificd que las clonas con las reactividades mds altas
fueron aquellas que se seleccionaron mds de una vez; siendo el valor mayor para la clona 23,
seguido de la clona 5 que se aisld 6 veces y el menor para la 55, que solo se selecciond una

Vez.

Tabla 3. Secuencia de los péptidos que contienen el motivo CxxKxxC seleccionados por
IgG del paciente antes de iniciar TARV (resultado obtenido en experimentos
anteriores: Palacios-Rodriguez, 2003)

Epitopo
cC S G K L I C

Clona/Frecuencia* |N-terminal Motivo C-terminal

5/6 L P Q@ Q A C L G K L L C

11/2 T | C S MK S AC T T W

12/2 L L A C T M K L P C S V

23/2 D V CMGK L VC T M L

24/1 S P N C E G K I | C G S

36/1 H A C T G K L R C I T 71

22/1 Y G C H S K I T C T T F

55/1 H L S | cC DS K L I C H

*Frecuencia: niUmero de veces que se obtuvo esa secuencia
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Figura 14. Reactividad en ELISA de las clonas con motivo CxxKxxC seleccionadas por IgG del paciente

antes de iniciar TARV. Las clonas se enfrentaron a la IgG del paciente (barras negras) y a IgG de los
sujetos VIH negativo (barras blancas) que se emplearon como controles negativos.

El ditimo grupo de clonas aisladas en este proceso de seleccidn, en el que se usd la IgG del
paciente antes de iniciar TARV, corresponde a aquellas que no presentaron motivo y se

presentan en el Apéndice V.

8.1.3 Seleccién de clonas después de TARV

Después de 15 semanas de fratamiento antirretroviral, se realizé una segunda foma de muestra
para purificar IgG y emplearla en una nueva seleccion.

Se obtuvieron 16 clonas con 15 secuencias diferentes. La clona 8 se selecciond dos veces. Los
fres patrones de reconocimiento mostrados anteriormente (CxxC, GQ/PGP y CxxKxxC)
desaparecieron. Estas secuencias confienen un alto contenido de triptofano (W), o que
sugiere interacciones inespecificas. Las secuencias seleccionadas en este periodo de la TARV
se presentan en la Tabla 4.

Andlizando la reactividad de estas clonas en el ELISA bagjo las nuevas condiciones, se
obtuvieron en general bajos niveles (fig. 15). Transcurridas las 15 semanas de TARV, el paciente
mejord notablemente pues su CV descendid a 5840 copias/mL y cuenta de linfocitos T CD4+
fue de 136 células/mm3. Probablemente el control de la viremia después del uso de TARV
ocasiond un cambio en la respuesta humoral, o cual se reflejé en las secuencias obtenidas

pues No se volvieron a seleccionar los motivos obtenidos antes del tratamiento.
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Tabla 4. Secuencias de los péptidos seleccionados por la IgG del paciente después de 15 semanas de
TARV

Clona/Frecuencia* Secuencia
8/2
2/1
3/1
5/1
6/1
7/1
1/1
9/1
10/1
12/1
13/1
14/1
15/1
16/1
18/1

* Frecuencia: nimero de veces que se obtuvo esa secuencia.
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Figura 15. Reactividad en ELISA de las 16 clonas seleccionadas por la IgG del paciente después de 15
semanas de TARV.
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9. Discusion

La infeccidn por VIH-1 causa un amplio espectro de manifestaciones clinicas, sin embargo
éstas se presentan en una forma muy variada entre los individuos infectados. Estas diferencias
se afribuyen principalmente a la constitucion genética del individuo y a factores
inmunoldégicos que comprenden tanto la inmunidad humoral como la celular (Hogan vy
Hammer, 2001a; 2001b). Algunos estudios han sugerido que la inmunidad mediada por células
juega un papel critico en el control de la viremia y subsecuentemente en el curso clinico de la
enfermedad. No obstante, fambién es claro que la inmunidad humoral tiene un papel
importante en la defensa contra el VIH-1 (Haigwood y Zolla-Pazner, 1998; Burton, 2002). Un
aspecto importante en el andlisis de la respuesta inmune humoral es la identificacidon de
epitopos de células B que sean importantes en la induccién de anticuerpos. Se han definido
epitopos con el uso de anticuerpos monoclonales (Xu y cols., 1991; Keller y cols., 1993;
Menéndez y cols., 2004), sin embargo pocos se han identificado con anticuerpos policlonales
provenientes de sujetos infectados (Scala y cols., 1999; Enshell-Seijffers y cols., 2001; Arnaud vy
cols., 2004).

En el presente trabagjo se empled la metodologia phage display como herramienta para
estudiar el caso clinico de un individuo mexicano VIH positivo y aportar nuevos resultados en
términos de los epitopos reconocidos por anticuerpos policlonales de clase IgG provenientes
del paciente infectado que pudieran reflejar el estado de su respuesta humoral. El paciente se
enconfraba en un estado de salud critico con una cuenta de linfocitos T CD4+ de 26
células/mL y una CV de 116 000 copias/mL, por lo que era candidato a recibir TARV. También
se incluyd el andilisis después de la administracidn de TARV para evaluar el efecto del

tfratamiento sobre la respuesta humoral.

Antes de recibir TARV se identificd que los anticuerpos fueron capaces de seleccionar un
ndmero variado de mimdtopos. Se obtuvieron cuatro grupos de secuencias. Las mas
abundantes pero sin relevancia fueron aquellas que no presentaron ningdn motivo (Apéndice
V), seguidas por el grupo que presentd el motivo CxxKxxC (Palacios-Rodriguez, 2003). En menor
proporcidon se encontraron motivos con la estructura CxxC y solamente se aislaron dos
secuencias con el motivo GQ/PGP.

Las secuencias con motivo CxxKxxC reportadas por Palacios-Rodriguez (2003), se asocian
directamente al epitopo inmunodominante de la gp4l: CSGKLIC, residuos 603-609 cuya
estructura estd flanqueada por las cisteinas que forman un puente disulfuro que mantiene una
conformacioén en asa (fig. 16A y 16B). En los mimd&topos seleccionados las cisteinas pueden

formar esta asa caracteristica del epitopo, pues se ha descrito que los péptidos desplegados
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en la superficie de fagos filamentosos que contienen cisteinas en sus secuencias forman
estructuras secundarias, fales como asas (péptidos ciclicos) mediante puentes disulfuro (O’Neil
y cols., 1992). En ningdn caso se obtuvieron mimotopos que correspondieran al epitopo
original, sin embargo, a pesar de las variaciones encontradas en los aminodcidos de las
posiciones 2, 3, 5 y 6, en la mayoria de los casos se presentaron los aminodcidos
correspondientes al epitopo original. Ademds de los aminodcidos CKC que siempre se
presentaron, las freoninas (T) de las posiciones 8 y 9 involucradas en la mayoria de los péptidos,
(Tabla 3, fig. 16A y 16B) sugieren que estos aminodcidos son también componentes del
epitopo e importantes en términos de induccidon de anticuerpos. Para apoyar estos resultados,
cabe mencionar que dentro del mismo trabajo de Palacios-Rodriguez (2003), se analizaron
otros 4 pacientes bajo la misma estrategia y se encontré que uno de ellos fambién selecciond
mimd&topos de manera eficiente pues el 79% de las clonas aisladas presentd el motivo CxxKxxC
en 13 secuencias diferentes (resultados no mostrados). La mayoria de las clonas también
involucraron treonina (T) en las posiciones 8 y 9. La secuencia correspondiente a la clona 5 se
presentd con alta frecuencia y también las clonas 12 y 55 fueron seleccionadas por este
paciente. Estos datos y resultados de ensayos adicionales readlizados en el laboratorio para
ambos pacientes han confirmado que las estructuras CxxKxxC mimetizan perfectamente al
epitopo inmunodominante de la gp41 del VIH-1.

El andlisis de la reactividad (fig. 14) reveld una mayor afinidad hacia las clonas 5 y 23.
Probablemente en estas dos secuencias, la combinacidn de los aminodcidos en las posiciones
designadas como “x” permite una mejor conformacion del epitopo para que interaccione
con el anticuerpo y por eso se tiene una mayor reactividad.

Los resultados de la seleccidon de estas clonas, asi como su nivel de reactividad en ELISA
indican que en este paciente, la estructura CxxKxxC produce una fuerte respuesta humoral.
Este resultado coincide con el hecho de que el 90-100% de los individuos infectados por VIH-1
reconocen el epitopo CSGKLIC (Gallaher y cols., 1989; Goudsmit y cols., 1990; Horal y cols.,
1991). De hecho, este epitopo ha mostrado ser importante para el diagndstico diferencial de
infecciones causadas por VIH-1y se usa en pruebas de rutina para diagndstico (Grann y cols.,
1987). No obstante, se ha demostrado que aunque en términos generales los sujetos infectados
reconocen la secuencia CSGKLIC, no todos son capaces de seleccionar mimdtopos de este
epitopo (Palacios-Rodriguez, 2003). Dado esto, queda claro que aunque exista una respuesta
humoral en el organismo dirigida a la secuencia CxxKxxC no siempre la seleccidén de motivos
resulta exitosa.

Otro aspecto importante de esta region es que aunque es altamente inmunogénica, los

anticuerpos que genera no son neutrdlizantes, sin embargo pueden mediar otras funciones
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tales como ADCC y activacion de la cascada de complemento (Zolla-Pazner, 2004; Burrer y
cols., 2005).

En términos generales, los mimdtopos obtenidos podrian reflejar las posibles variantes que
presenta el epitopo, sin embargo, se sabe que esta asa es conservada en la mayoria de los
retrovirus e incluso en los diferentes lentivirus, lo que sugiere una funcién esencial de esta regidon
en el virus (Pancino y cols., 1995). Los aminodcidos CKC que se conservaron en todos los
mimd&topos y que mantienen la conformacién en asa parecen ser clave en el reconocimiento
por los anticuerpos. Esta idea es acorde con el frabajo realizado por Xu y cols. (1991), en el que
se demostré que la desnaturalizacion del asa mediante sustitucidn de una cisteina por serina
en los extremos N-terminal o C-terminal puede impedir la unién con anticuerpos policlonales, lo
que sugiere que el puente disulfuro es necesario para mantener la estructura tridimensional
requerida para el reconocimiento del anficuerpo. En las figuras 16A y 16B se representa el
epitopo inmunodominante de la gp41 y en la 16C se proponen las posibles variantes del
epitopo de acuerdo a las ocho secuencias obtenidas. Es importante observar que ninguna
secuencia de los mimotopos corresponde a la del epitopo original.

La seleccion de mimoétopos correspondientes al epitopo inmunodominante de la gp4l por
medio de phage display utilizando anticuerpos policlonales también ha sido reportada por
Scala y cols., (1999) y Enshell-Seijffers y cols., (2001). Estructuralmente, los mimodtopos
seleccionados en el frabagjo previo a este estudio (Palacios-Rodriguez, 2003), indican
caracteristicas distintas a las reportadas por los dos autores antes mencionados, ademds en
nuestro caso se cuenta con una coleccién mds grande de mimdtopos. En ambos trabajos se
evidencid que hay diferencias a nivel de reconocimiento de los mimaotopos entre los individuos
infectados y mds adn en el mismo individuo. Los mimdtopos obtenidos en nuestra seleccion
reflejan la variabilidad de la respuesta humoral hacia el VIH-1 en un mismo individuo.
Finalmente, se sabe que la secuencia CSGKLIC es reconocida por la mayoria pero no por
todos los pacientes. Por lo tanto, las presentaciones alternativas de este dominio son de
particular intferés para el diseho de nuevos métodos de diagndstico. La coleccion de

mimd&topos obtenida, podria ser utilizada para este fin y ser aplicada a la poblacidén mexicana.
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Figura 16. Representacion esquemdtica de la gp4dl, epitopo inmunodominante y mimotopos
seleccionados. A. Se muestra la estructura primaria de la proteina y elementos secundarios (hélices y
asa) (Zolla-Pazner, 2004). B. Secuencia del epitopo inmunodominante de la g4len forma de asa. C.
Secuencias de los mimdtopos seleccionados por los anticuerpos del paciente VIH positivo. En la parte
superior izquierda de cada mimd&topo se indica el nimero asignado a cada clona.
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El otro grupo de clonas obtenidas después de la seleccidn se propone que estdn relacionadas
con el epitopo GPGR del asa V3 de la gp120 del VIH-1. El asa hipervariable V3 de la gp120
desempena un papel importante en el proceso de la entrada del virus a la célula. Contribuye
al fropismo y al uso del correceptor CXCR4 6 CCR5 (Bandres y cols., 1998; Cormier y cols., 2001;
Dong y cols., 20050). El asa V3 es también importante en la induccién de anficuerpos
especificos de VIH-1. Recientemente se ha encontrado que los antficuerpos anti-V3 fueron
capaces de inhibir parcialmente la unidn a DC-SIGN, una molécula presente en células
dendriticas, lo que sugiere que estos antficuerpos impiden estericamente la unién de DC-SIGN
a la gp120 (Lekkerkerker y cols., 2004). EI dominio central de esta asa originalmente se definid
como el “determinante principal de neutralizacion” (PND por sus siglas en inglés) porque
péptfidos y fragmentos de proteinas que contenian V3 podian inducir anticuerpos
neutralizantes. El asa V3 (aproximadamente 35 aminodcidos) varia extensamente en su
secuencia entre diferentes cepas virales, pero tiene una regidon de aminodcidos relativamente
conservada en la punta del asa (crown). GPGR. Las variaciones reportadas para esta
secuencia son: GVGR, GIGK, GWGR, GRGR (Ndjera y cols., 2002) y recientemente; GPGK(S/G)
y GQIL/W)G (Dong y cols., 2005b). En un estudio epidemioldgico realizado en cinco regiones
geogrdficas de México: Distrito Federal, Nuevo Ledn, Jalisco, Puebla y Yucatdn, se encontrd
que el motivo GPGR fue predominante en la poblacidon estudiada y reportaron diez
variaciones, de las cuales fres coinciden con las reportadas por Dong y cols., (2005b): GPGS,
GPGG y GPGK; y otras dos no habian sido observadas anteriormente: HPGG y GPEG (Rivero-
Morales y cols., 2001). Los mimdtopos GPGP y GQGP obtenidos en el presente trabajo pueden
ser variaciones alternativas en la poblaciéon mexicana. Aunque solo se aislaron dos péptidos
con esta caracteristica y solamente uno de ellos presentd reactividad alta en ELISA (fig. 11), la
posibilidad de que estos motivos estén asociados al asa V3 de gp 120 existe pues se ha descrito
que los anficuerpos anti-V3 estdn presentes en el suero de muchos individuos infectados de
VIH-1 (Krachmarov y cols., 2001). Por lo tanto, es posible que la respuesta humoral dirigida al
asa V3 haya estado presente en el paciente en el momento de la toma de muestra. El hecho
de haber seleccionado solo dos péptidos con este motivo no indica que sean de menor
importancia. Una posible explicacion de por qué se selecciond una baja cantidad de estos
mimotopos puede ser que el paciente selecciond dos estructuras adicionales (CxxKxxC y
CxxC) que competian con los mimdtopos GP/QGP en la induccidén de anticuerpos. Por lo
tanto la poca frecuencia en que se aislaron estos motivos no se debe a la falta de una
respuesta humoral fuerte dirigida a V3, sino quizds a la existencia de estructuras virales mas
inmunodominantes en el paciente. Otfra posibilidad es que la biblioteca de péptidos lineales

empleada en este estudio no es la mds adecuada para encontrar mimdtopos del epitopo. Las
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diferencias de reactividad obtenidas en ELISA reflejan mayor afinidad hacia el motivo GQGP
respecto a GPGP. Probablemente esta estructura mimetiza mejor al epitopo que generd la
respuesta en el paciente. La propuesta de que los motivos tienen relaciéon a V3 se sustenta con
los resulfados de estudios recientes realizados en este laboratorio, en donde se aislaron nuevas
clonas cuyas secuencias presentaron la misma estructura (GP/QGX) usando la IgG de otro
paciente y una biblioteca distinta con péptidos en asa flanqueados por dos cisteinas para
formar el puente disulfuro. Los péptidos con este motivo se presentaron en alta proporciéon y
frecuencia (Palacios-Rodriguez y cols., 2005). También, el motivo GPXR fue identificado
anteriormente en péptidos seleccionados de una biblioteca de phage display pero en este
caso se utilizd el anticuerpo monoclonal humano 447/52-D que es especifico para esa region
(Keller y cols., 1993). La importancia del presente trabajo radica en que es el primer reporte en
el que se identifican motivos caracteristicos del asa V3 de la gp120 empleando anticuerpos
policlonales provenientes de un paciente, lo cual provee un mejor entendimiento de las
caracteristicas del epitopo nativo en el curso de la infeccidon. Adicionalmente, se ha
demostrado que estos mimotopos son altamente inmunogénicos y los antficuerpos generados
fienen un alto potencial como inhibidores de la fusidn celular mediada por las proteinas del
VIH-1 por lo que la regidn se considera un blanco en el diseno de vacunas (Palacios-Rodriguez
y cols., 2005). Dada la importancia de estos resultados, los mimdtopos aislados se contindan

estudiando.

El ditimo grupo de secuencias seleccionadas por el paciente contiene el motivo CxxC. Este
fipo de estructuras se encuentran en una forma repetida dentro de la regidn rica en cisteinas
(aminodcidos 22-37) de la proteina reguladora Tat del VIH-1 (fig. 12A). El estudio de la proteina
Tat es importante desde que se sabe que ejerce muchas actividades extracelulares que son
criticas en la patogénesis del SIDA (Zagury y cols., 1998) particularmente en el progreso de la
infeccion de VIH, el desarrollo de sarcoma de Kaposi y desérdenes neuroldgicos (Gallo, 1999).

Se asilaron ocho clonas con este motivo, las dos cisteinas se conservaron en todas las
secuencias y en ELISA, solamente las clonas 8, y 13 14 fueron reconocidas por los anticuerpos
del paciente (fig. 13), que fueron precisamente las que se seleccionaron mds de una vez, lo
cual refleja una mayor afinidad hacia estas secuencias. Probablemente la interaccion entre
los anticuerpos y la estructura CxxC se facilita mds cuando no se tiene un contexto de
aminodcidos en el extremo N-terminal (Tabla 2, fig. 13). Los motivos obtenidos sugieren que los
aminodcidos clave en el reconocimiento fueron las dos cisteinas. Esta idea es consistente con
el trabagjo realizado por Rossi y cols., (1997) en el cual se identificd que las mutaciones en las
cisteinas 22 o 22/37 hacen a la proteina deficiente en sus capacidades transactivadoras, ello

indica que estas cisteinas son cruciales para que Tat ejerza su funciéon completa.
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Aunado a esto estd el hecho de que la proteina Tat contiene residuos o secuencias
conservadas entre cepas virales (Liou y cols., 2004), e incluso en todos los lentivirus de primates
(Jeang y cols., 1999). Los aminodcidos conservados incluyen siete cisteinas en las posiciones 22,
25, 27, 30, 31, y 37 de la regidn rica en cisteinas (Belliard y cols., 2003). Estos dominios ricos en
cisteinas son de gran interés pues Boykins y cols., (1999) demostraron que al igual que la
molécula Tat completa, el fragmento 21-41 es suficiente para transactivar, inducir replicacion
viral y causar angiogénesis. También se demostrd que el péptido 24-51 induce entrada de Caz+
en monocitos y macréfagos, similar a B-quimiocinas (Albini y cols., 1998). Recientemente, se
identificd un epitopo, que abarca la regidn rica en cisteinas capaz de activar apoptosis in vifro
con la misma eficiencia que la proteina Tat completa y fue capaz de inducir una fuerte
respuesta humoral en animales, y los anticuerpos generados inhibieron la apoptosis de
linfocitos T (Belliard y cols., 2003). La seleccion de motivos CxxC y su reactividad en ELISA
indican la existencia de una respuesta humoral importante en el paciente dirigida a este tipo
de estructura que se propone puede estar relacionada a Tat. Este hecho es probable pues
también se sabe que los antficuerpos anti-Tat estdn presentes en el suero de pacientes
infectados por VIH (Rodman y cols., 1993). Ademds, se han reconocido epitopos de Tat usando
suero de pacientes. Estos epitopos se han caracterizado en varias regiones de la proteina
(Tahtiinen y cols., 1997; Re y cols., 2001; Noonan y cols., 2003; Moreau y cols., 2004). También se
ha evidenciado que el titulo de anticuerpos de Tat es elevado en LTNP o progresores lentos y
es bajo en progresores rdpidos, su decline en individuos asinfomdaticos estaria relacionado a un
rapido progreso a SIDA (Rodman y cols., 1993; Re y cols., 1996; Zagury y cols., 1998; Re y cols.,
2001;). Adicionalmente, se ha demostrado que estos antficuerpos pueden interferir con el
progreso de la enfermedad por bloqueo de la proteina extracelular (Re y cols., 1995; Zagury y
cols., 1998). Los antficuerpos anti-Tat suprimen la replicaciéon del VIH-1 en cultivos celulares
infectados in vifro (Re y cols., 1995) y se ha encontrado una relacion inversa entre la ocurrencia
de una fuerte respuesta humoral contra la proteina Tat del VIH y la CV (Re y cols., 2001). Estos
resultados promueven el estudio de la proteina Tat como un posible componente para una
vacuna contra el VIH-1 (Gallo, 1999). Dado lo anterior, resultaria interesante el hecho de haber
enconfrado anticuerpos dirigidos a la proteina Tat en este paciente. Sin embargo esto adn no
es claro y por ello las propiedades de los mimotopos contindan en estudio. Se debe enfatizar el
hecho de que en ninguna secuencia hubo sustitucion de alguna de las dos cisteinas; asimismo
los aminodcidos leucina (L) y prolina (P) fuera del motivo también fueron constantes en todos
los casos, lo que podria sugerir que también puedan ser parte importante del epitopo en
términos de interaccidon con el pardtopo. Probablemente el anticuerpo reconozca el epitopo
en un contexto mds amplio: CxxCxxLxP y no solo CxxC. Por lo tanto, la tarea ahora es

identificar completamente el epitopo que generd esta respuesta de anficuerpos en el
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paciente aplicando otras estrategias para comprobar la propuesta de que los motivos con

estructura CxxC estdn asociados a la regidn rica en cisteinas de Tat.

Con respecto al andlisis post-TARV, se ha mostrado que una adecuada combinacidon de
antirretrovirales, usando inhibidores de transcriptasa reversa e inhibidores de proteasa,
prolonga la supervivencia del paciente y reduce dramdticamente la expresion de VIH e
incrementa los niveles de linfocitos T CD4+ (Hammer y cols., 1997). El paciente incluido en este
estudio, mejord en sus indicadores clinicos pues antes del inicio de TARV su cuenta de células T
CD4+ era de 26 células/mm?3y CV de 116 000 copias/mL. Transcurridas 15 semanas de TARV la
cuenta de linfocitos TCD4+ se incrementd a 136 células/mm?3 y la CV descendid a 5840
copias/mL. Morris y cols., (1998), reportaron un decremento gradual en la respuesta humoral
especifica de VIH asociada a la TARV; paraddjicamente, Kim y cols. (2001), no observaron
cambios dramdticos en el titulo de anficuerpos y encontfraron que el fitulo de anticuerpos
neutralizantes se incrementd después de la TARV aunque hubo decremento de antficuerpos
especificos del dominio inmunodominante de gp41. Otros estudios en los que se midié la
respuesta inmune humoral dirigida al VIH después de iniciar TARV mostraron una disminucion
en la capacidad de unidon a gpl20 (Markowitz y cols., 1999). Estos resulfados proveen
evidencia del cambio en la respuesta inmune humoral especifica de VIH causado por el uso
de TARV. La seleccidn de péptidos con los antficuerpos del paciente después del uso de TARV
reflejd cambios en su respuesta humoral pues antes de iniciar TARV se tuvo seleccion
especifica de tres mimdtopos: CxxKxxC, GP/QGP y CxxC pero después de 15 semanas de TARV
estos motivos desaparecieron y no se observaron nuevos motivos. Por lo tanto, la TARV suprimid
la seleccion de mimdtopos, sugiiendo ademds por la evolucion clinica del paciente, que los
virus presentes en el individuo no desarrollaron resistencia al tratamiento hasta ese momento. El
resultado obtenido en esta seleccion puede deberse a la caida en la CV causada por la TARV
con el concomitante decremento de estimulacion antfigénica. Esta idea es consistente con el
hecho de que la seleccion de mimotopos con este tipo de bibliotecas es posible solamente
cuando el titulo de anficuerpos generado por un determinado epitopo en los pacientes, es
superior o igual a un umbral que es especifico para cada paciente. Una segunda posibilidad
es que los nuevos epitopos virales no generaron anticuerpos como consecuencia del
fratamiento pues se ha propuesto que durante la TARV los nuevos mutantes pueden desarrollar
resistencia a los farmacos pero ser menos patogénicos (Morris y cols., 2001).

Por otro lado, se ha definido una relacién entre una fuerte repuesta humoral especifica de VIH
antes de iniciar TARV y un resultado exitoso del tratamiento. Por el contrario, una débil
respuesta humoral antes del inicio de TARV culmina con el fracaso del fratamiento. Con estos

resultados, se ha propuesto la respuesta inmune humoral antes de la TARV como predictor
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potencial del resultado del tratamiento (Morris y cools., 2001). Por lo tanto, el conocimiento de
la respuesta inmune humoral de los pacientes antes de recibir TARV seria Util en la eleccion del
esquema de fratamiento mdas adecuado. En este contexto, phage-display resultd ser un buen
indicador del estado de la respuesta humoral del individuo infectado. La fuerte respuesta
humoral presente en este paciente antes de recibir TARV, reflejada en la variedad y cantidad
de mimdtopos seleccionados sugiere una relacion con el resulfado exitoso del tratamiento
pues actualmente el paciente se encuentra en buen estado clinico y su CV y cuenta de

linfocitos T CD4+ han mejorado.

En resumen, por primera vez la aplicacion de la metodologia de phage display con el uso de
anticuerpos policlonales provenientes de un paciente mexicano infectado por VIH-1 fue
posible identificar un ndmero variado de mimdtopos que reflejaron el estado de la respuesta
inmune humoral del paciente. La estructura CxxKxxC obtenida previamente (Palacios-
Rodriguez, 2003) y analizada en el presente estudio, indujo el mayor titulo de anticuerpos que
se reflejo en el nUmero de clonas seleccionadas, por lo que es el epitopo inmunodominante en
este paciente, seguido de la estructura CxxC vy finalmente los mimdtopos GQ/PGP que fueron
aislados y caracterizados en este trabagjo. Las diferentes estructuras seleccionadas y la
variabilidad presente en |las mismas, reflejan el amplio repertorio de anticuerpos presentes en
este paciente y contribuyen al entendimiento de las propiedades de los epitopos virales en su
ambiente nativo. Un factor determinante en la seleccién exitosa de mimodtopos pudo haber
sido la respuesta humoral generada en el paciente y probablemente ésta contribuyd al éxito
de la TARV.
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10. Conclusiones

e Con el uso de la metodologia phage display se identificaron tres estructuras miméticas de
epitopos del VIH-1 que infectd al sujeto mexicano investigado. Las estructuras fueron: CxxKxxC,
GQ/PGP y CxxC

e La estructura CxxkKxxC indujo el mayor titulo de anticuerpos reflejado en el nUmero de péptidos
seleccionados, por lo que representa el epitopo inmunodominante en este paciente, seguido

de la estructura CxxC vy finalmente, GQ/PGP.

e Por primera vez, se identificaron mimoétopos caracteristicos de la secuencia GPGR del asa
hipervariable V3 de la gp120. Los mimétopos GQGP y GPGP obtenidos en el presente trabajo

pueden ser nuevas variaciones del dominio GPGR encontradas en la poblacién mexicana.

e Las secuencias con motivo CxxC son mimodtopos de un epitopo diferente a los del complejo de
envoltura. Se propone que podrian estar relacionados a la proteina reguladora Tat del virus

gue contiene un conjunto de estructuras CxxC.

e El uso de antficuerpos del paciente después de iniciar Terapia Antirretroviral (TARV) mostrd su
incapacidad para seleccionar mimotopos. La TARV causdé como consecuencia de la supresion

viral, un cambio en la respuesta humoral del paciente.

e Los péptidos seleccionados podrian ser empleados como antigenos e inmundgenos VIH-1

especificos, Utiles en el diagndstico de la infeccidn y el diseno de vacunas.
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Apéndice |
Soluciones, amortiguadores y medios de cultivo
A.1.1 Amortiguadores para purificacion de IgG

1) Amortiguador de union (1L): Fosfato de sodio 0.01M, pH 7.0/Cloruro de sodio 0.15M.
Adicionar 0.53g de fosfato de sodio monobdsico monohidratado (NaH2PO4*H20), 0.87g de
fosofato de sodio dibdsico anhidro (Na2HPO4) y 8.77g de cloruro de sodio (NaCl) a 00mL
de agua desionizada, ajustar pH a 7.0 con Trizma-base 1M y aforar.

2) Amortiguador de elucion (1L): Glicina 0.1M/HCI, pH 2.6. Adicionar 7.51g de glicina a 900mL
de agua desionizada. Ajustar pH con HCI 5N y aforar.

3) Amortiguador de neutralizacion: Trisma-base 1.0M

A.1.2 Amortiguadores y soluciones para biopanning

1) Solucidn concentrada de tetraciclina: 20mg/mL en etanol/agua 1:1. Conservar a -20°C en
oscuridad. Homogeneizar en vortex antes de usar.

2) IPTG/Xgal: Mezclar 1.25g de IPTG (isopropil B-D-tiogalactdsido) y 1g de X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactésido) en 25mL de dimetfilformamida. Repartir en alicuotas vy
almacenar en la oscuridad a -20°C.

3) PEG 20%/NaCl 40% (1L): 200g de Polietilenglicol 8000 en 500mL de agua desionizada vy
146.1g de NaCl en 500mL. Esterilizar por separado. Mezclar después de la esterilizacion.
Conservar a temperatura ambiente.

4) PBS 10x (1L): 6.1g de fosfato de sodio dibdsico anhidro (Na2HPO4), 1.9g de fosfato de
potasio monobdsico (KH2PO4), 80g de cloruro de sodio (NaCl), 2g de cloruro de potasio
(KCI). Ajustar pH a 7.4. Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente. Diluir diez veces
esta solucidon para obtener PBS 1x.

5) Amortiguador de elucion: Glicina 0.20M-HCl en BSA Tmg/mlL, pH 2.2.

6) Amortiguador para neutralizar el pH del eluato de fago: Tris IM-HCI, pH 9.1.

7) PBS/Azida (NaNs) al 0.02% (50mL): TmL de NaNsz al 1% en 49mL de PBS 1x. Conservar a

temperatura ambiente.

A.1.3 Medios de cultivo para biopanning

1) LB (Luria Bertani) (1L)*: 10g de triptona, 5g de extracto de levadura, 5g de NaCl. Adicionar
agua bidestilada y homogeneizar.
2) LB agar (1L)*: Preparar de la misma manera que el anterior, pero en este caso, anadir

adicionalmente 15g de agar.
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3) 2xYT (1L)*: 10g de Nacl, 10g de extracto de levadura y 16g de triptona.

4) Agarosa Top (1L)*: 10g de triptona, 5g de extracto de levadura, 5g de NaCl, 1g de MgCI2 y
79 de agarosa.

5) LB-tetraciclina en placas: Fundir 1L de LB agar y enfriar a 70°C. Adicionar TmL de solucion
de tefraciclina 20mg/mL. Homogeneizar y vaciar en cajas Pefri. Alimacenar a 4°C en
oscuridad.

6) LB/IPTG/X-gal en placas: Fundir 1L de LB agar y enfriar a 70°C. Adicionar TmL de solucion de

IPTG/X-gal, homogeneizar y vaciar en cajas Petri. Almacenar a 4°C en oscuridad.

*Después de su preparaciéon, los medios de cultivo son esterilizados y almacenados a

femperatura ambiente hasta su uso.

A.1.4 Soluciones para obtenciéon de ADN de cadena sencilla (ss-form)

Amortiguador de yoduro de sodio: 10mM de Tris-HCI (pH 8), TmM EDTA, 4M Nal. Almacenar a
temperatura ambiente en oscuridad.

A.1.5 Preparacion del cultivo de E. coli cepa ER2738

A 30 mL del medio LB, adicionar 30uL de solucién de tetfraciclina 20mg/mL. Inocular con una
colonia de de E.coli cepa ER2738 (BioLabs). Incubar a 37°C con agitacion suave durante toda

la noche o hasta obtener un crecimiento de 0.5 de Absorbancia a 600 nm.

A.1.6 Gel de acrilamida (6%) para secuenciaciéon de ADN

Se mezclan 33.6 g de ureqa, 11.6mL de poliacriliamida (40%), 16mL de TBE 5x, 28mL de agua
bidestilada y desionizada. Homogeneizar, filtrar y desgasificar la mezcla durante 40minutos.
Posteriormente, adicionar, 640ulL de persulfato de amonio (10%) y16uL de TEMED (0.1mg/ulL de

agua) para polimerizar.

A.1.7 Gel de agarosa

Se mezclan 0.5g de agarosa, 49mL de agua desionizada. Hervir y anadir ImL de TAE 50x y 8ul
de bromuro de etidio.

A.1.8 Soluciones para ELISA

Diluciéon de fago: PBS/BSA 50ng/100uL
Solucion bloqueadora: PBS/BSA 1%
Dilucion de anticuerpos: PBS/BSA 0.2%/Tween-20 0.2%
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Solucioén de lavado: PBS/Tween-20 0.2%
Amortiguador de dietanolamina (1L): 100mL de dietanolamina, 102mg de MgCl2*6H20, 0.4g de

NaNas. Ajustar pH a 9.8 con HCI. Conservar a temperatura ambiente en oscuridad.
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Apéndice Il

Concentracion de los eluatos de IgG

A.2.1 Paciente infectado por VIH-1

Fase de la toma de la muestra

Concenftracioén de IgG
en el eluato (ug/ul)

Primer foma: Antes de iniciar TARV 4.22
Segunda toma: 4 semanas de TARV 4.88
Tercera toma: 15 semanas de TARV 4.19

A.2.2 Sujetos VIH negativo

Concentracion de IgG
en el eluato (ug/ul)

Sujeto 1

3.74

Sujeto 2

3.92
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Apéndice lli

Titulos de fago

A.3.1 Eluatos de las rondas de biopanning con la IgG del paciente

Eluato Titulo (ufp/mL)
Primera ronda 1.4 X 10¢
Primera ronda amplificada 8.5 X102
Segunda ronda 3.3 X107
Segunda ronda amplificada 6.3 X103
Tercera ronda 4 X 108

A.3.2 Titulos de algunas clonas

concentrada de fago)

de fago después de la amplificacion individual (solucién

No. de clona

Secuencia del péptido

Titulo (ufp/mL)

1 HGQGPFWDPTLP 8 X 10"
2 WHRPLSPWNWMF 5 X 10"
8 CLVCLSLIPDPL 5 X 10"
11 TICSMKSACTTW 4.2 X 1012
15 AGTVSGPGPHHP 2.5 X 10"
22 YGCHSKITCTTF 4 X 10"
23 DVCMGKLVCTML 3.6 X 1012
24 SPNCEGKIICGS 5.4 X 10"
34 FHWTQYFSPWIR 7.7 X10'?
40 HYGLSTSLWIVP 8 X 10"
65 LHWTPWWRPQHL 5.8 X 10"
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Apéndice IV

A.4.1 Seleccioén de clonas con IgG de individuos VIH negativo.

Las secuencias de los péptidos seleccionados por IgG de dos sujetos VIH negativo se
presentan en la Tabla 5. En todos los casos las secuencias fueron diferentes y con alto
contenido de ftriptofano (W). De acuerdo a la experiencia en los trabajos realizados por
Gazarian y cols., (2003), se ha observado que las secuencias de péptidos ricas en triptofano
podrian sugerir interacciones inespecificas, no seleccionadas por la molécula blanco.

El resulfado de la seleccion es consistente con el estudio realizado por Folgori y cols., (1994),
donde se definid que la identificacion de epitopos de un determinado patdgeno por medio
de la seleccion de péptidos de bibliotecas phage display se logra empleando como blanco
suero de sujetos enfermos pero no de sujetos sanos pues en estas condiciones no existe un
estimulo antigénico que promueva la generacion de una respuesta inmune potente. Los
sujetos incluidos en esta parte del estudio no presentaban ninguna enfermedad. De hecho,
por sus caracteristicas generales fueron aceptados como donadores de sangre en el Banco

de Sangre del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

Tabla 5. Péptidos seleccionados por IgG de dos sujetos (99 v 68) VIH negativo. No se observa ninguna
homologia entre las diferentes clonas obtenidas

Sujeto/Clona Secuencia
99/4
99/5
99/6
9917
99/8
99/11
99/12
99/14
99/15
99/16
99/17
68/2
68/4
68/5
68/6
68/10
68/11
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Apéndice V

A.5.1 Clonas sin motivo seleccionadas por la IgG del paciente en estudio

El Ultimo grupo de clonas seleccionadas por IgG del paciente antes de iniciar TARV, no

presentd ninguna homologia con las proteinas del VIH-1 que pudiera sugerir algun mimoétopo.

La presencia de triptofano (W) fue constante en algunos péptidos.

Se obtuvieron 24 secuencias diferentes de un total de 35 clonas seleccionadas (56%) con esta

caracteristica. Las clonas 46, 3, 27 y 65 fueron seleccionadas mds de una vez (Tabla 6).

Para evaluar el nivel de reactividad de estas clonas frente a la IgG se realizd un ensayo de

ELISA (fig. 17). En términos generales la reactividad de las clonas fue baja.

Tabla 6. Secuencias de las clonas sin motivo seleccionadas por IgG del paciente antes de iniciar TARV

Clona/Frecuencia*

Secuencia

46/8
3/3
27/2
65/2
2/1
6/1
7/1
16/1
17/1
20/1
21/1
34/1
35/1
39/1
40/1
45/1
47/1
49/1
57/1
58/1
59/1
61/1
62/1
64/1
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*Frecuencia: nUmero de veces que se obtuvo esa secuencia
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Figura 17. Reactividad en ELISA de las clonas sin motivo seleccionadas por IgG del pacientes antes de
recibir TARV. Las clonas se enfrentaron a la IgG del paciente (barras negras). Como testigos, se

seleccionaron tres clonas al azar y se enfrentaron a la IgG de los sujetos VIH negativo (barras blancas).
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